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Uber die Fahigkeit des Tierkérpers polyvalente prazipitierende 
Sera zu erzeugen. 
Von 


Casimir Strzyzowski. 


(Aus dem Universitats-Laboratorium fiir forensische Blutuntersuchungen 
an der medizinischen Fakultat in Lausanne.) 


(‘Der Redaktion zugegangen am 27. Mirz 1910.) 


Die von Bordet,!) Tschitowitsch') und andern fest- 
gestellte Tatsache, dafi bei subkutaner resp. intravendser Ein- 
fiihrung gewisser artfremder EiweiBk6rper in den Tier- resp. 
Kaninchenorganismus spezifische Antikérper entstehen, welche 
auf das eingespritzte Protein fiallend einzuwirken vermdégen, 
bilden bekanntlich den Grundstein fiir das so iiberaus wert- 
volle biochemische Eiweifidifferenzierungsverfahren, dessen prak- 
tische Lésung und Einfiihrung in die gerichtliche Blut- und 
Nahrungsmitteluntersuchung wir in erster Linie Uhlenhuth?) 
zu verdanken haben. 

Wie allgemein bekannt, bedarf die hierzu angewandte 
Methode eines hochwertigen Antiserums, welches uns der Ka- 
ninchenkorper liefert und das, von Verwandtschaftsreaktionen 
abgesehen, fiir das zur Vorbehandlung des Tieres gewonnene 
EiweiB spezifisch zu sein hat d. h. nur diese Eiweifart priizi- 
pitieren darf, somit einwertig sein mub. 

Ankniipfend an diese Tatsache schien es mir nicht un- 
interessant, die nachstehenden Fragen zu stellen und zu be- 
antworten. 


1) Annales de l'Institut Pasteur, Bd. XIII, 1899, und Bd. XIV, 1900. 

*) Uhlenhuth u. Weidanz, Praktische Anleitung zur Ausfiihrung 
des biologischen Eiweifidifferenzierungsverfahrens mit besonderer Beriick- 
sichtigung der forensischen Blut- und Fleischuntersuchung, sowie der 
(ewinnung priazipitierender Sera. Fischer in Jena, 1909. 
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2 Casimir Strzyzowski, 


1. Liefert der Kaninchenorganismus infolge 
gleichzeitiger Einspritzung von 2 oder mehreren Seris 
verschiedener Art auch ein 2 oder mehrere adiquate 
Priizipitine enthaltendes Antiserum? 

2. Wenn dem so wire, sind die erzeugten Prizi- 
pitine unter sich aquivalent und eventuell eben so 
hochwertig, wie sie nach der Einspritzung eines ein- 
zigen Serums zu entstehen vermédgen? 

3. Haben mehrwertige prézipitierende Antisera 
Aussicht auf praktische Verwertung? 

Zur Beantwortung der beiden ersten Fragen wurden zu- 
vor 2 Versuche mit Menschen- und Rinderserum angestellt, die. 
wie ich es gleich sagen darf, positiv ausfielen und welchen ich 
hier nachstehend der leichteren Ubersicht wegen ein aus den 
Protokollen entnommenes Ergebnis tabellarisch vorfihre. 

Vorangehen lassen will ich indessen noch, da’ das fremd- 
artige Serum den Tieren sets mit physiologischer Kochsalzlosung 
verdiinnt und mit 1 cem 1°/oiger Atoxyllésung versetzt in die 
Ohrvene eingespritzt wurde. Dies geschah, um die Uberempfind- 
lichkeitserscheinungen etwas zu mildern und auch gleichzeitig 
dem Organismus mehr Resistenz zu erteilen. 

Resumé. Aus dem folgenden Versuche! geht somit hervor, 
dah die 13 Einspritzungen von 34,5 cem Menschenblutserum 
und 34,5 ecm Rinderblutserum in dem Kaninchenkorper die Bil- 
dung eines bivalenten spezifischen Antiserums bewirkten, dessen 
Biprizipitine in dem vorliegendem Falle ungleichwertig waren’). 

Dieser positive Ausfall berechtigte wohl zu der Annahme, 
dafi bei Einspritzung von 3 resp. 4 unter sich verschiedenen 
artfremden Seris der Kaninchenkérper mit der Bildung eines 
tri- resp. tetravalenten priizipitierenden Antiserums antworten 
wiirde. Als Beweis fiir die Richtigkeit dieser Voraussetzung 
mégen noch die folgenden Versuche ausgefiihrt werden. 


‘) In dem anderen, der Raumersparnis wegen hier nicht angefiihrten 
Versuche erzielte ich ein Antiserum mit gleichwertigen Biprizipitinen, 
deren Fallungsvermogen noch in einer Menschenserumverdiinnung 1 : 1000 
eben so gut sichtbar war wie in einer Rinderserumverdiinnung von der- 
selben Stiirke. 
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Uber die Erzeugung von polyvalenten priizipitierenden Seris. 


I. Versuch zur bildung bivalenter Prizipitine. 


ninche ere Zusammensetzung und 
Gewicht des} der injizierten 
Reihe. A. TKaninchens Serumifliissigkeit 
und Datum]? Grammen (M-S = Menschenserum Bemerkungen 
or ieder = Rinderserum 
or Ohrvene- YOF Tatoxy) = 10, ige Lisung 
injektion Injektion [NaC] = 0.25¢/,ige Losung) 
2.5 com | 26. XI.09, Blutentnahme aus der Ohrvene und 
9 ALP 3170 Titerbestimmung des Serums nach de: 
+ je 8.5 com Methode von Uhlenhuth. 
12. XL] 3260 + 0.5 ccm Verdiinnung des 
Je 1: 100 1: 1000 1:100 1:1000 
(ll. 16. 3340 + Atoxyl 0.5 ccm 
+ NaCl 4 Verwandt. . 1 cemt cemfl cemt cem 
M-S + R-S je 2,5 com] Zugesetztes 
IV. 19. 3290 0.5 com Antiserum . Of >» O0 » JOD > Of 
val, t 
\. 23. 3090 + Atoxyl 1 ccm eer 
, 0 + NaCl 6 » ‘ber Zimmertemperatur in 2—3 Minuten). 
“| M-S + R-S je 2,5 ecm 
VI 26. 2980 + NaCl cem 2. X11. 09. Neue Blutentnahime und Titer- 
+ Atoxyl 1 
| M-S + R-S je 2 cem priifung. 
TT 2 QT: 4+ NaCl 6 ce 
VIE 30. 2730 Ergebnis: wie vorher, 
Nill. 3.XIL] 2680 NaCl | 6 com 9. XI. 09. Blutentnahme und Titerpriifung. 
Atoxy 
M-S R-S je 15 com Ergebnis: Das Antiserum opalesciert und 
IX. 2430 + com gestattet keine genaue Tilerstellung. 
i OXY » 
M-S + R-S je 2 ccm 
X. 1O.XILP 2520 + NaCl 6 ccm 16. X11.09. Blutentnahme und Serumpriifung. 
XL 2430 + NaCl 6 cem 
+ Atoxyl 1 Resultat . . + +) + + + (?) 
M-S + R-S je 5 ccm [94 NQ Totete Rintanin- 
2520 + NaCl @cem 21. Letzte Blutentnahme und Serum- 
+ Atoxyl 1 priifung. Das Antiserum opalesciert ein wenig. 
20. 2480 1:100 1:1000} 1:100 1: 1000 
23. X11. 09. Das Tier, das sehr abgemagert 
ist und ca. 21,4°/o (= 690 g) an Korper- 
gewicht verlor, wird nach der Uhlen- 
huthschen Methode entblutet und das ge- 
wonnene Serum ster! filtriert und auf- 
bewahrt. Die Titerbestimmung ergab bei 
Zimmertemperatur in 3 Minuten ein noch 
bei den nachstehenden Serumverdiin- 
nungen positives Resultat. 
Menschenserum 1:750. Rinderserum 1: 1000. 
In anderen Seris kam niemals eine Bil- 
dung von Niederschligen resp. Triibungen 
zur Beobachtung. 
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II. Versuch zur Bildung trivalenter Prizipitine. 


Kaninchen Zusammenselzung 
4. Reihe. B. Gewicht und Volumen 
des der injizierten Serumfliissigkeil 
Nr. und Datum Kaninchens (M-S == Menschenserum Bemerkungen 
der in Grammen R-S = Rinderserum 
Ohawene- vor jeder P-S = Pferdeserum 
Injektion | Atoxyl = 1°oige Lésung 
injektion J NaCl == 0,85° oige Lésung) 
4 os M-S -- R-S + P-S je 2,5 ecm XII. 09. Blutentnahme und Titerpriifung nach Uhlen- 
I. 3. XIL 09 2330 Je 8 
-+- NaCl 7 7 ecm + Atoxyl 1 ccm huthscher Methodik. 
- on M-S + P-S je 2,5 ccm 

Il. | 7. XIL 09 2300) :.. J Verdiinnung der Ser: 
+ Atoxyl ~Menschenserum| <inderserum Pferdeserum 
09 2430) p- 1:100 1:1000] 1:100  1:1000]7 1: 100 1: 1000 
in Atoxy! Resultat. . + | + (?) -+- (2) -+- + (?) 

M-S R-S P-S je 3 ccm 
IV. XII. 09 2310 Lcem Auf eine genaue Titerstellung mufite wegen der geringen 
Se alescenz verzichtet werden. — Die Injektionen werden 
M-S ++ R-S + P-S je | J 
V. XII. O9 2160 +. NaCl 8 cem 1 W ahrend den Weihnachtsferie unterbroc hen 
30, XII. 09 1575 +30. XI. 09, Da das Tier hinkt, immer iii abmagert und 
einzugehen droht (K¢ -pergewichtsverlust: 755 32,8" 0!), 


so wird es entblutet. Bei der Obduktion werden 2 sterile 

EKiterherde an den Oberschenkeln der Hinterbeine konstatiert. 
Die definitive Titerstellung des steril filtrierten Anti- 

serums ergab das nachstehende Resultat: 

Pferdeserum 

1: 750 


Menschenserum Rinderserum 
1: 1 
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Uber die Erzeugung von polyvalenten priizipitierenden Seris. » 


Resumé. Auch aus diesem Versuche geht zur Evidenz 
hervor, die Einfiihrung dreier heterogener kérperfremden 
Serumproteine in die Blutbahn des Kaninchens die Bildung 
eines spezifischen trivalenten Antiserums zustande bringt. Letz- 
teres war in diesem Falle nicht hochwertig, was, abgesehen 
von der Individualitit des Tieres, zum Teile vielleicht auch auf 
die geringe Anzahl der vorgenommenen Einspritzungen zuriick- 
zufiihren ist. Im ganzen wurden 14,5 ccm Menschenblut-, 14,5 cem 
Rinderblut- und 14,5 ccm Pferdeblutserum verspritzt. Auch hier 
war das Fallungsvermégen der erzielten Triprézipitine un- 
gleichwertig. ') 

Tabelle III. 

Resumé. Wie bei den vorgenannten Versuchen die Ver- 
wendung von 3 heterogenen Seris die Entstehung von drei- 
artigen Prazipitinen zur Folge hatte, so kam auch hier nach 
Einfiihrung in den Kaninchenkérper von 104 ccm vier ver- 
schiedener Sera, die Bildung von einem Antiserum zustande, 
welches vierartige Priizipitine enthielt, deren Valenzen aber 
wie vorhin unter sich ungleich waren. Auffallend erscheint es 
blof, daf hierbei die Minderwertigkeit speziell die das Menschen- 
blut ffllenden Prazipitine zu betreffen scheint, ohne daf es 
moglich wire, hierfiir eine plausible Erklarung zu_ finden. ?) 


1) Dieselbe Beobachtung wurde auch bei einem anderen Kaninchen 
gemacht, das parallel und auf ganz analoge Weise vorbehandelt wurde. 
Dasselbe hatte nach einer gleichen Anzahl von Einspritzungen (5) an 
Koérpergewicht (2780 g — 2670 g) blof& 110 g verloren. Da bei der Blut- 
probenentnahme ein opalescierendes Antiserum erhalten worden ist, dessen 
Titer nicht bestimmt werden konnten, so wurde von einer weiteren Vor- 
behandlung dieses Tieres abgesehen. Nichtsdestoweniger magerte das- 
selbe weiter ab und, obgleich 16 Tage seit der letzten Einspritzung ver- 
strichen waren, ging sein Kérpergewicht auf 2300 g herab. Infolge- 
dessen wird eine neue Titerbestimmung vorgenommen. Das diesmal er- 
zielte Antiserum ist klar und wies die nachstehenden Fallungsgrenzen 
auf: a) fiir Menschenserum 1: 300; b) fiir Rinderserum 1 : 1000 und c) fiir 
Pferdeserum 1 : 1000. 

2) Auch in 2 anderen angestellten Versuchen, welche auf die Er- 
zeugung von Tetraprazipitinen hinzielten, konnten, wie aus dem Nach- 
stehenden zu ersehen ist, ahnliche Beobachtungen gemacht werden. 

Der eine Versuch betraf ein schwarzes Kaninchen, welches inner- 
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Ill. Versuch zur Bildung tetravalenter Priizipitine. 


Kaninchen Gewicht u. Volumen 
4. _Reihe. der injizierten Serumfliissigkeit 
aes ~ 
Nr. und Datum (M-S Menschenserum 
der Kannichens R-S == Rinderserum Bemerkungen 
intravenédsen | in Grammen P-S = Pferdeserum 
resp. vor jeder S-S == Schweineserum 
subkutanen Atoxyl == 1°%oige Lésung 
Einspritzung J NaC] == 0,85°/oige Lésung) 
| R- S di 
I. | 18. Il. 10 2840) in die Ohrvene. 
| 
| 22, 10 2840 S-S je 5cem Einspritaung unter die Bauchhaut. 
ix toxyl 2 ccm +- NaC: 118 >» 
| 25. HI. 10 2670 Ha Ifte in die Ohrv ene, zur Hiilfte injiziert. 
Attoxyl 2ccm NaCl 18 » 
= 4.1L. 10 2470 spr 
a -SOLpelpetlea:.-.....{ Die eine Haltte wird in die Ohrvene, die andere in das Unterhautbindegewebe 
) 
Vo 4. 111. 10 2490 S--R- je injiziert. Einzelne Anaphylaxiesymptome, insbesonders beschleunigte 
= ; = i Atoxyl 2eem- <a NaCl 2 22 » Atmung, sind, wenn auch nicht heftig, so doch recht ty pisch, 
ps4 VI 8 TIT. 10 2100 M-S + R-S -- P-S - Los 7. TIT. 10. Blutentnahme und tags darauf Titerbestimmung. Das Antiserum, 
das mehrere Male hintereinander koaguliert, opalesciert ein wenig und 
je 3 ecin reicht nicht aus, um alle Proben einwandfrei durchzupriifen. 
P 
+- Atoxyl 2 cem + NaCl 26 ccm M-S R-S P-S S-5 
1: 100 1: 100 1: 100 1: 100 
Resultat. +- + + 
10. IIT. 10. Neue Blutprobene ntnahme mit tags darauf folgenderTite erbestimmung. 
Verdiinnung der Sera 
M-S R-S P-S S-S 
1: 1001: 1000 1: 100 1:1000 71 :100'1; 1000 100 1 : 1000 
(Bei Anwendung 1 ccm Serumverdiinnung + 0.14 ccm Antiserum 
innerhalb 3 Minuten bei Zimmertemperatur.) dul 
10 1970! 11. 111.10. Das Tier wird entblutet und sein Serum steril aufbewahrt. Bei 
der endgiiltigen Feststellung des Grenzfillungsvermigens dieses tetra- 
valenten Antiserums wurden die nachstehenden Resultate erzielt: 
Menschenserum Schweineserum Pferdeserum Rinderserum 
1° 500 1: 1000 1° 1000 
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Uber die Erzeugung von polyvalenten prizipitierenden Seris. 4 


Ob der Kaninchenorganismus bei intravenéser sowie bei 
subkutaner Einspritzung von mehr als 4 unter sich kérper- 
fremder Sera mit der Bildung von ebensovielen spezifischen 
Prazipitinen reagieren wird, ist weiteren Versuchen, die von 
Frau Petroff-Sulima-Samoilo, cand. med., bereits angestellt 
und tiber welche die Ergebnisse in ihrer Doktor-Dissertation 
demniichst ver6ffentlicht werden, vorbehalten. Indessen lakt 
sich jetzt schon voraussagen, dafh auch die Darstellung 
von penta- sowie von hexavalenten Priizipitinen ge- 
lingen wird, und es liegt ferner kein Grund fiir die Annahme 
vor, dafi der Tierkérper, welcher polyvalente priizipitierende 
Sera zu bilden vermag, nicht auch die Fihigkeit besiaBe, poly- 
valente Agglutinine, Himolysine, Bakteriolysine und dergleichen 
zu erzeugen. 

Was nun die letzte Frage anbelangt: «Haben titerstarke 
mehrwertige prazipitierende Sera Aussicht auf praktische Ver- 
wendung?» so glaube ich sagen zu kénnen, daf dieselbe in ge- 
wissen Fallen zur leichteren Orientierung bei Blutdifferenzierungs- 
arbeiten ohne weiteres herangezogen werden diirfen, dali aber 
der endgiiltige Bescheid bei jeder Untersuchung doch nur von 
der Verwendung der bisher so allgemein bewihrten, mono- 
valenten prazipitierenden Sera stets abhiangig bleiben wird. 
halb 25 Tagen 144 ccm Serum eingespritzt bekam, wovon auf jede ein- 
zelne der 4 obgenannten Serumarten 36 ccm entfielen. Trotzdem war 
von diesem Versuchstiere, das im Laufe dieser Zeit an Kérpergewicht 
blof 100 g verloren (2780 — 2680 g) und iibrigens auch die Einspritzungen 
ohne jegliche Uberempfindlichkeitserscheinungen sehr gut vertragen hatte, 
kein hochwertigeres Serum zu bekommen als 1: 200 fiir Rinder-, Pferde- 
und Schweineserum und 1: 125 fiir Menschenserum. 

Sehr ahnlich war das Ergebnis auch bei dem anderen Versuchs- 
liere, welches im ganzen 106 ccm Serum eingespritzt erhielt. Dasselbe 
lieferte nach der VI. (letzten) Injektion ein Antiserum, dessen Titer 
Menschenblut gegeniiber gleichfalls schwacher war als vis-a-vis den drei 
anderen vorgenannten Blutarten. 
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Vergleichende Untersuchung diber die Zusammensetzung des 
Caseins aus Frauen- und Kuhmilch. 
Von 
Emil Abderhalden und Leo Langstein. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule und dem Kaiserin- 
Auguste-Victoria-Haus zur Bekimpfung der Siuglingsterblichkeit im Deutschen Reiche.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1910.) 


Die Eiweibkérper der Milch fesseln unser Interesse in 
ganz besonders hohem Grade, sind sie es doch, aus denen 
der wachsende Saugling all die mannigfaltigen aus Eiweif be- 
stehenden — fliissigen, halbfesten und festen — Gebilde auf- 
baut. Die Kenntnis der Zusammensetzung der Proteine der 
Milch gibt uns einen Einblick in ihre Umwandlungen, ehe sie 
in kérpereigene Eiweifstoffe tibergehen. Zurzeit sind wir noch 
nicht in der Lage, einzelne Eiweifk6rper nach ihrer Struktur 
zu vergleichen, wir miissen uns damit begniigen, die Art der 
Bausteine der verschiedenartigen Proteine festzustellen. Schon 
bei der Vergleichung der Mengen der einzelnen Bausteine — 
der Aminosiuren —, die bei der totalen Hydrolyse erhalten 
werden, st6{t man auf Schwierigkeiten. Es gibt zurzeit keine 
Methode, die fiir alle Aminosiuren eine quantitative Be- 
stimmung zulaft. Eine reiche Erfahrung hat jedoch gezeigt, 
daB es gelingt, bei ganz gleichartiger Ausfiihrung der Ester- 
methode stets innerhalb enger Grenzen annihernd dieselben 
Mengen von Aminosauren aus dem gleichen Protein zu erhalten. 

Es schien uns nun von Interesse, festzustellen, ob aus 
Menschenmilch dargestelltes Casein dieselben Aminosiuren und 
etwa in denselben Mengenverhiiltnissen aufweist, wie das aus 
Kuhmilch gewonnene Casein. Fiir Tyrosin und Glutamin- 
siiure fanden wir fast identische Werte. Ferner konnten wir 
in beiden Caseinarten kein Glykokoll feststellen. Fiir die tibrigen 
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Monoaminoséuren wurden ebenfalls sehr ahnliche Werte in 
beiden Fiillen gefunden. Die totale Hydrolyse des aus Frauen- 
milch gewonnenen Caseins hat somit keine sicher feststell- 
baren Unterschiede gegeniiber dem Kuhmilchcasein ergeben. 
Daf daraus noch lange nicht gefolgert werden darf, daf} nun- 
mehr beide Caseinarten als identisch zu betrachten sind, ist 
bereits wiederholt betont worden. Es kénnen z. b. die ein- 
zelnen Bausteine in ganz verschiedener Reihenfolge verkniipft 
sein. Hier muf die partielle Hydrolyse einsetzen. 


Experimenteller Teil. 


I. Darstellung des Caseins aus Frauenmilch nach Engel. '‘) 


Zu der 5fach verdiinnten Milch wird so viel Essigsiiure 
zugegeben, dafi auf 100 ccm unverdiinnter Milch etwa 70 ccm 
1/,0-n.-Essigsiure kommen. 

Tiiglich wurden 2 | verarbeitet. Je 11 Frauenmilch?) 
wurden mit 700 ccm !/10-n.-Essigsiure versetzt und in einer 
grofen Flasche mit Wasser auf 5000 ccm aufgefiillt, geschiittelt 
und 2—3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. Der ganze 
Inhalt wurde dann in ein grobes Gefiéif hineingegossen und 
dieses in ein Wasserbad von 40—45 ° hineingestellt. Nach einer 
1'sStunde, nachdem die Fliissigkeit die Temperatur von etwa 
30° angenommen hatte, wurde durch ein groBes, doppeltes Filter 
filtriert. Der Niederschlag, ein Gemenge von Casein und Fett, 
durch gelésten Milchzucker und Albumin verunreinigt, wurde 
vom Filter in eine Soxhlet-Hiilse abgeschabt. Nacheinander 
wurde mit Alkobol und absolutem Alkohol gewaschen und im 
Atherextraktionsapparat fast vollkommen vom Fett befreit. 

Das Rohprodukt (4—4!/2 g auf 2 1 Milch), das schén 
weil} aussah und an der Luft zu einem Pulver zerbréckelte, 
wurde in einer Kugelmiihle fein gepulvert und nun in einer 


‘) Engel, Eine einfache Methode der quantitativen Abscheidung 
des Caseins aus genuiner Frauenmilch. Biochem. Zeitschrift, Bd. XIV, 
S. 234, 1908. 

*) Es wurde frische Frauenmilch verwendet, die liingstens einen 
Tag im Eiskasten gestanden hatte. Fiir die Hilfe bei der Darstellung 
danken wir Herrn Dr. Edelstein. 
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grofen Zentrifuge solange mit schwach-essigsaurem Wasser, 
Alkohol und Ather gewaschen, bis das Casein frei von Milch- 


zucker und Fett war. 

Das Priparat wurde im Exsikkator tiber Schwefelsiure 
getrocknet. 

Aus 170 g Rohprodukt (entsprechend etwa 86 1 Frauen- 
milch) wurden 120 g reines Casein gewonnen. 


I, 2,0582 g Substanz verloren bei 105° 0,1498 ¢g H,O, also: 7,28°,0 H,O. 
0.5776 » > >» 105° 0,0452 » >» 7,82% » 
I. 4.0190 » > > » 105° 0.3206» » >» 7,97°%0 » 


Aschenbestimmung: 
0.3398 ¢ Substanz ergaben 0.0033 g Asche == 0,97). 


Hvydrolyse des Caseins aus Frauenmilch. 


Wir verwendeten zum Nachweis der einzelnen Mono- 
aminosiiuren 95 g reines Casein. Die totale Hydrolyse wurde 
in der gewohnten Weise durch 16stiindiges Kochen des Caseins 
mit der fiinffachen Menge 25°/oiger Schwefelséure herbeige- 
fiihrt. Die Hydrolysenfliissigkeit fairbte sich dunkelbraun. Beim 
Filtrieren hinterblieben 0,75 g einer melaninartigen Masse. 
Nach quantitativer Entfernung der Schwefelsiure mit Baryt 
engten wir das Filtrat des Baryumsulfatniederschlages unter 
vermindertem Druck bis zur beginnenden Krystallisation ein. Der 
Baryumsulfatniederschlag wurde wiederholt mit heiBem Wasser 
ausgekocht. Die Waschwiisser engten wir ebenfalls unter ver- 
mindertem Druck ein. Zur weiteren Krystallisation des Tyro- 
sins wurde bei gewohnlichem Druck auf dem Wasserbade ein- 
geengt. Die Menge des Rohtyrosins betrug 5,2°/o des ange- 
wandten Caseins. Nach dem Umkrystallisieren aus heifem 
Wasser unter Anwendung von Tierkohle verblieben 4,08 °/o 
reines Tyrosin. 

Die Mutterlauge des Tyrosins diente zur Abscheidung 
der Glutaminsiure in Form ihres Chlorhydrates. Nach dem 
Kinleiten von gasformiger Salzsiure trat bald eine dunkelbraune 
Firbung der Fliissigkeit auf, welche sich noch vermehrte, als 
die Lésung konzentriert wurde. Die Abscheidung der salz- 
sauren Glutaminsiiure erfolgte erst, nachdem die Fliissigkeit 
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auf ein kleines Volumen gebracht war. Sie war auch dann 
noch sehr unvollstiindig. Wir lésten deshalb den Krystallbrei 
wieder in Wasser und verdampften die gesamte Fliissigkeit 
unter vermindertem Druck zur Trockene. Der Riickstand wurde 
in Wasser gelést und mit soviel Kupferoxydul geschiittelt, bis 
die Lésung sich griinblau farbte. Nun wurde filtriert, der Riick- 
stand gut gewaschen und im Filtrat das geléste Kupfer mit 
Schwefelwuasserstoff entfernt. Das Filtrat vom Kupfersulfid war 
hellgelb gefirbt. Es wurde eingeengt. Beim Einleiten von gas- 
formiger Salzsiiure in die mibig konzentrierte Losung gelang 
es nun leicht, die salzsaure Glutaminsiure in grofien, farb- 
losen und ganz reinen Krystallen quantitativ abzuscheiden. Die 
Ausbeute an reiner Glutaminsiure betrug 10,95 °/o. 

Wir haben die Bestimmung des Tyrosins und der Glut- 
aminsiure mit 40 g Casein wiederholt und fanden 4,46°/o 
Tyrosin und 10,78°/o Glutaminsaure. 

Die Mutterlauge der salzsauren Glutaminsiiure beider Be- 
stimmungen diente zur Darstellung der iibrigen Monoamino- 
siuren mittels der Estermethode. Die Durchfiihrung der Ver- 
esterung, der Esterinfreiheitsetzung, Destillation der freien Ester 
und ihrer Verseifung bot keine Besonderheiten. Die Trennung 
der Aminosiéuren in den einzelnen Fraktionen erfolgte in der 
iiblichen Weise. 

Erhalten wurden: 

Alanin: Es wurde identifiziert durch seine spezifische 
Drehung [@]ooe = +- 9,5° und seine Analyse: 

0.1779 g Substanz brauchten 20,35 ecm "/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
15,73% N. 16,0%Jo N. 
Valin: Sein Drehungsvermoégen war -+- 25,85 ° in 20°/oiger 


Salzsaure. 
(0),2420 g Substanz brauchten 21,0 com ®/10-H,SQO,. 


Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 
11,96°/o N. 12,1°/o N. 
Leucin: = 14,25° in 20°/oiger Salzsiure. 
0,2780 g Substanz brauchten 21,0 ccm ®/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,H,,NO,: Gefunden: 


10,69°%o N. 10,5°/o N. 


12. Emil Abderhalden und Leo Langstein, Uber Casein. 


Bei der Trennung von Valin und Leucin waren Verluste 
unvermeidlich. Isoleucin war unzweifelhaft auch vorhanden. 

Serin konnte nur in Spuren isoliert und durch seinen 
Zersetzungspunkt identifiziert werden. Sein Nachweis darf 
daher noch nicht als ganz gesichert betrachtet werden. 


Asparaginsaure: 
0),2224 ¢ Substanz brauchten 16,95 cem ®/10-H,SQ,. 
2 Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 
10,52" N. 10,7 °jo N. 


Glutaminsaure: 
0.3300 g Substanz brauchten 22,3 ccm ®/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C;H,NO,: Gefunden: 
9,520 N. 9.46% N. 
Phenylalanin: 
0,1672 g Substanz brauchten 10,5 ccm "/10-H,SQO,. 
Berechnet fiir Gefunden: 
8,48%o N. 8,7 N. 
Prolin ist in der tiblichen Weise abgetrennt und identi- 
fiziert worden. 
Berechnet auf 100 g aschefreies, bei 100° bis zur Ge- 
wichtskonstanz getrocknetes Casein ergaben sich folgende Aus- 
beuten an den einzelnen Aminosiuren. 


Alanin 1,2 Glutaminséure 10,95 g 
Valin 1,3 » Phenylalanin 2,8 » 
Leucin 8,8 » Tyrosin 4,58 » 


Asparaginsiiure 1,0 » Prolin 2,85 » 
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Weiterer Beitrag zur Kenntnis der bei der partiellen Hydrolyse 
von Proteinen auftretenden Spaltprodukte. 
Von 
Emil Abderhalden und Akikazu Suwa. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1910.) 


Es sind im hiesigen Institute eine ganze Reihe von Seiden- 
arten der totalen Hydrolyse unterworfen worden, um festzu- 
stellen, ob sie alle dieselben Aminoséuren und in anniihernd 
den gleichen Mengenverhiiltnissen liefern. Es lief sich zeigen, 
dafi zwar stets dieselben Aminosiiuren gefunden werden, es 
lassen sich jedoch nach den Mengen, in denen die einzelnen 
Bausteine vorhanden sind, bestimmte Gruppen abgrenzen. Es 
gibt Seidenarten, die, wie z. B. die italienische Grege, sehr viel 
Glykokoll, Alanin und Tyrosin liefern, wahrend bei Seidenarten 
des Typus der wilden Seiden, der Tussah-Seiden, das Glykokoll 
an Menge wesentlich zuriicktritt. All diese Untersuchungen 
sollen als Grundlage zur Entscheidung der Frage dienen, ob 
Proteine, welche nicht nur die gleichen Bausteine, sondern 
diese auch in den gleichen Mengenverhiltnissen besitzen, bei 
der partiellen Hydrolyse ebenfalls gleichartige Abbauprodukte 
liefern oder aber, ob sich hier Unterschiede zeigen. 

Wir haben damit begonnen, Dipeptide aus einigen Seiden- 
arten zu isolieren und zwar zuniichst in Form ihrer Anhydride. 
Aus «Canton-Seide» wurden Glycyl-d-alaninanhydrid 
und Glycyl-l-tyrosinanhydrid gewonnen und aus der «New- 
Chwang»-Seide und der indischen Tussah d-Alanin- 


'y Emil Abderhalden, Vergleichende Untersuchungen iiber die 
Zusammensetzung und den Aufbau verschiedener Seidenarten. Diese 
Zeitschrift, Bd. LVI, S. 352, 1909. 
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anhydrid und Glycyl-d-alaninanhydrid. Auffallend war, 
dafs die Seiden des Typus der «Tussah-Seiden» stets grébere 
Mengen von d-Alaninanhydrid lieferten. Wir dachten zunichst 
an eine sekundiire Bildung dieses Anhydrids aus d-Alanin- 
ester. Wir haben deshalb die Versuche wiederholt und alle 
Sorgfalt auf die Entfernung der Monoaminosdureester ver- 
wendet. Wir erhielten trotzdem d-Alaninanhydrid und zwar 
schied sich dieses sofort aus. Bei der partiellen Hydrolyse 
von italienischer Grége und der «Canton-Seide» haben wir nie 
Alaninanhydrid beobachtet. Leider geben uns die gemischten 
Anhydride keine Auskunft tiber die Struktur der Dipeptide, aus 
denen sie sich bilden. Hier mufi die direkte Isolierung der 
Dipeptide einsetzen und eine Entscheidung der erwiihnten Frage- 
stellung bringen. 


Experimenteller Teil. 


200 g «Canton-Seide» (degommiert) wurden mit der 
fiinffachen Menge rauchender Salzsiure (1,19 spez. Gew.) tiber- 
gossen und vier Tage bei 20° aufbewahrt. Das Seidenfibroin 
ging nach etwa 3 Stunden vollig in Lésung. Die Verarbeitung 
auf Dipeptide resp. deren Anhydride erfolgte in gewohnter 
Weise. Zunachst wurde die Hydrolysenfliissigkeit mit der zehn- 
fachen Menge Wasser verdtinnt und dann die Hauptmenge der 
Salzsiiure mit Kupferoxydul entfernt. Nach Entfernung des 
gelosten Kupfers aus der filtrierten L6sung mit Schwefelwasser- 
stoff engten wir das Filtrat vom Kupfersulfid unter vermindertem 
Druck bei 35—40° des Wasserbades ein. Der Riickstand wurde 
wiederholt mit absolutem Alkohol zur Trockene verdampft und 
schlieHlich in der tiblichen Weise verestert. Die Veresterung 
wurde zweimal wiederholt. Die Ester setzten wir mit der be- 
rechneten Menge Natriumathylat in Freiheit. Der Chlorgehalt 
der LOsung wurde gravimetrisch festgestellt. Wir destillierten 
dann die Ester bis 100° bei 10 mm Druck ab und extrahierten 
den Riickstand wiederholt mit viel Ather (ca. 21). Das in 
Ather Unlisliche wurde in Alkohol aufgenommen, die Lisung 
filtriert und dann bei Zimmertemperatur aufbewahrt. Es_ er- 
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folgten bald teils krystallinische, teils amorphe Abscheidungen. 
Sie wurden in einzelnen Fraktionen gesammelt. Blieb das Filtrat 
der letzten Abscheidung lingere Zeit klar (2-3 Tage), dann 
wurde es eingeengt. So fraktionierten wir, bis nur noch eine 
geringe Menge Mutterlauge iibrig blieb. 

Alle Fraktionen wurden fiir sich aus wiisserigem Alkohol 
unter Anwendung von Tierkohle umkrystallisiert und dann auf 
Anwesenheit von Tyrosin (Millon) gepriift. Ferner stellten 
wir fest. ob die Substanz ganz aus Anhydriden bestand, in- 
dem wir ihre wiisserige LOsung mit Kupferoxyd kochten. End- 
lich machten wir mit jeder Fraktion die Biuretprobe. Die 
zuerst gewonnenen Fraktionen gaben keine Rotfairbung mit 
Millons Reagens. Sie lieben sich auch relativ leicht in Kry- 
stallform bringen. Sie drehten alle wenig. Eine Reihe von 
weiteren Fraktionen drehten gleichfalls wenig, sie liefen sich 
jedoch nur in gallertartiger Form abscheiden. Die zuletzt ge- 
wonnenen Substanzen gaben alle lotfirbung mit Millons 
Reagens, zum Teil fiirbten sich ihre wasserigen Losungen blau 
beim Koechen mit Kupferoxyd. Offenbar lag hier ein Gemenge 
von verschiedenen Substanzen vor. 

Von den isolierten Anhydriden konnten wir nur das Glycyl- 
d-alaninanhydrid und das Glyeyl-l-tyrosinanhydrid identifizieren. 
Das erstere krystallisierten wir aus heiBem Alkohol um. Wir 
haben auch hier wieder die auffallende Beobachtung gemacht, 
dah in manchen Fiillen bei anscheinend ganz gleichartigen Ver- 
suchsbedingungen ohne weiteres Krystallisation erfolgt. Aus 
der heifen alkoholischen Losung schieden sich feine Niidelchen 
ab. In anderen Fiillen dagegen erhiilt man eine Gallerte, die oft 
hartnackig jeder Krystallisation widersteht. Wir haben solche 
Gallerten wiederholt getrocknet und dann analysiert. Wir er- 
hielten auf Glycyl-alaninanhydrid stimmende Werte. Auch iieben 
sich bei der totalen Hydrolyse neben Alanin und Glykokoll 
keine anderen Aminosiiuren nachweisen. Auffallend war, dal 
diese Gallertform ein bedeutend stirkeres Drehungsvermogen 
aufwies, als das krystallisierte Anhydrid. Da jedoch dieses aus 
der galiertigen Abscheidung nur unter grofen Verlusten zu ge- 
winnen war, bleibt es vorliiufig unentschieden, ob nicht doch 
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dem gallertigen Produkte in geringer Menge ein anders zu- 
sammengesetztes Anhydrid beigemengt war. Die Ausbeute an 
krystallisiertem Anhydrid betrug 2—5°/o des angewandten 
Fibroins. 

O,1982 g Substanz gaben 0,5412 CO, und 0,1156 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,N,O,: Gefunden: 

46,889/o C und 6,259/o H. 46,95°/o und 6,499/o H. 

2,0 g des analysenreinen Produktes hydrolysierten wir 
durch 6stiindiges Kochen mit der fiinffachen Menge rauchender 
Salzsiiure. Nach dem Verdampfen des Hydrolysats unter ver- 
mindertem Druck veresterten wir den Riickstand zur Abscheidung 
des Glykokolls als Esterchlorhydrat. Die Ausbeute an Glykokoll 
betrug 0,90 g. Die Mutterlauge des Glykokollesterchlorhydrats 
verdampften wir zur Trockene und setzten die Ester in ge- 
wohnter Weise mit Natronlauge und Kaliumcarbonat in Freiheit. 
Die Ester wurden in Ather aufgenommen, der Ather verdampft 
und der Riickstand direkt durch Kochen mit der 10fachen Menge 
Wasser verseift. Nach dem Eindampfen der Lésung verblieb 
ein Riickstand, der in der auf Alanin berechneten Menge Salz- 
siiure gelést = -+ 81° zeigte. 

Aus einer weiteren Portion des gleichen Anhydrids haben 
wir aus dem Ester das Alanin nach dem Verseifen isoliert. 
Wir erhielten aus 1 g Anhydrid neben 0,48 g Glykokoll 0,60 g 
Alanin vom Schmelzpunkt 296° (korr.). 

0,102% ¢ Substanz gaben 0.1520 g CO, und 0,0719 g H,0. 

Berechnet fiir C,H,NO,: Gefunden: 

(O.45°%/o C und 7,86°%o H. 40,48°/o C und 7,85°)0 H. 


Das Glycyl-l-tyrosinanhydrid reinigten wir durch wieder- 
holtes Umkrystallisieren aus heifem Wasser. F. 282°. Millons 
Reaktion stark positiv. 

0.2412 ¢ Substanz gaben 0,5303 g CO, und 0,1215 g H,O. 

Berechnet fiir Gefunden: 

60,0090 C und 5,49°/o H. 59,96°/o C und 5,63°/o H. 

Zur totalen Hydrolyse verwendeten wir 2 g des Anhydrids. 
sie wurde durch 16stiindiges Kochen mit 25°/oiger Schwefel- 
siiure herbeigefiihrt. Wir isolierten durch direkte Krystallisation 
1.25 g Tyrosin und aus dessen Mutterlauge tiber das Ester- 


ehlorhydrat 0,52 g Glvkokoll. 
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Die Ausbeute an diesem Anhydrid betrug nur 1—3°,o des 


angewandten Fibroins. Fiir [a],,, erhielten wir, in wiisserigem 


Ammoniak gelést, -- 110,5°. 

Die «New-Chwang-Seide» behandelten wir ebenfalls 
mit rauchender Salzsiure und zwar verwendeten wir einen 
Liter davon auf 290 g Seide. Nach viertiigigem Stehen bei 
20° war noch keine vollstandige Losung eingetreten. Wir 
erwiirmten deshalb das Gemisch 6 Stunden auf 40° und_ be- 
wahrten die immer noch ziihfliissige Masse noch 2 Tage bei 
20° auf. Es verblieb noch ein ganz erheblicher Riickstand, 
von dem abfiltriert wurde. Die Verarbeitung war im tibrigen 
genau dieselbe, wie sie im vorhergehenden Falle geschildert 
worden ist. Wir erhielten fast ausschlieblich d-Alaninan- 
hydrid, das sofort auskrystallisierte. Die einzelnen Fraktionen 
waren verschieden rein. 

0.1496 Subsianz brauchten 21,1 ccm "10-Schwefelsiure. 

Berechnet fiir C,H, Gefunden: 
19,72%o N. 19.77% N. 

Bei der totalen Hydrolyse des Anhydrids erhielten wir 
ausschieBlich d-Alanin. la, _ des salzsauren Salzes = -- 8,58 °. 

Aus der Mutterlauge des Alaninanhydrids gewannen wir 
ein Anhydrid, das offenbar mit Glycyl-d-alanin identisch war. 
Seine Menge reichte zur genauen Identifizierung nicht aus. 

Aus zwei weiteren Priiparaten der gleichen Seidenart, die 
wir nur 4 Tage mit rauchender Salzsiure stehen lieben, er- 
hielten wir stets wieder gréfere Mengen von d-Alaninanhydrid 
— bis zu 6°/o der angewendeten Seide — und Glyecvl-d-alanin- 
anhydrid. Das erstere krystallisiert sehr leicht und scheidet 
sich friihzeitig ab. 

d-Alaninanhydrid erhielten wir auch in groberer Menge 
aus indischer Tussah. Die Einwirkung der Salzsiiure dauerte 
in den drei ausgefiihrten Versuchen 4 Tage. Die Ausbeute an 
d-Alaninanhydrid betrug 2—5°/o. 

01486 g¢ Substanz brauchten 20,8 com "/10-Schwefelsiure. 


Berechnet fiir C,H,,N,O,: Gefunden: 
19,72 %/o N. 19,62 N. 


to 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI 


| 

| 
| 


18 EA bderhalden und A. Suwa, Uber Hydrolyse von Proteinen. 


Die einzelnen Fraktionen drehten in wisseriger LOsung 
von — 20° — 26,38°. F. 297° (korr.). Bei der totalen Hydro- 
lyse wurde nur d-Alanin erhalten. 

Die Mutterlauge des d-Alaninanhydrids gab starke Rot- 
fiirbung mit Millons Reagens; es ist uns jedoch nicht ge- 
gliickt, ein tyrosinhaltiges Anhydrid in gentigender Menge in 
krystallinischem Zustand abzuscheiden. Glycyl-d-alaninanhydrid 
war unzweifelhaft vorhanden, doch gelang es nicht, es in vollig 
analysenreinem Zustand zu erhalten. 

Um zu priifen, ob ein Gemisch von Estern verschiedener 
Aminosiiuern bei lingerem Stehen zu gemischten Anhydriden 
fiihrt, haben wir Glykokoll- und Alaninester aus Seide lingere 
Zeit zusammen aufbewahrt. Wir filtrierten jeden Tag die aus- 
geschiedenen Krystalle ab. Alle Fraktionen wurden auf ihren 
Schmelzpunkt, ihr Drehungsvermogen und ihre sonstigen Eigen- 
schaften untersucht. Zunachst beobachteten wir nur die Ab- 
scheidung von Glycinanhydrid. Viel spiiter folgte Alaninanhydrid. 
Glycyl-d-alaninanhydrid konnten wir nie auflinden. Wir setzen 
die Versuche fort. 
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Die Doppelzuckerfermente (Lactase, Maltase, Invertin) beim 
menschlichen Neugeborenen und Embryo. 
|. Mitteilung. 


Von 
J. Ibrahim. 


(Aus dem Gisela-Kinderspital in Miinchen.) 


Der Redaktion zugegangen am 4. April 1910.) 


Jn der Ernihrung des menschlichen Siiuglings spielen die 
Disaccharide eine grofie Rolle. Die Frauenmilch und die Kuh- 
milech enthalten Milchzucker, erstere sogar in sehr betriacht- 
lichen Mengen (ca. 7°/o). Auch werden von jeher Zuckerzusitze 
zu den Kuhmilchverdiinnungen bei der kiinstlichen Ernihrung 
empfohlen; hierzu dient aufer dem Milchzucker vielfach der 
Rohrzucker; auch Zusiitze von Maltose werden von erfahrenen 
Kinderirzten besonders befiirwortet. 

Es ist bekannt, dal} die Doppelzucker mit Ausnahme der 
Maltose im Organismus nur verwertet werden, wenn sie vor oder 
wihrend ihrer Resorption gespalten worden sind; gelangen sie als 
Disaecharide in die K6rpersifte, so werden sie ungeniitzt im 
Urin ausgeschieden. Die Spaltung der Doppelzucker erfolgt durch 
Kermente, die sich in der Schleimhaut des Diinndarms befinden 
und sich auch im Darmsekret nachweisen lassen. Wihrend 
die Maltase auch im Blut und anderen KO6rpersiiften (z. B. im 
Speichel und Pankreassaft) vorkommt, ist die Lactase, die der 
Milchzuckerzerlegung dient, und das Invertin (Invertase, Glukase), 
das den Rohrzucker spaltet, ausschlieBlich in der Darmschleimhaut 
und im Darmsaft gefunden worden. Die Existenz einer Pankreas- 
lactase ist nach den jiingsten Untersuchungen in Frage gestellt. 

Es schien von Interesse, die Darmschleimhaut neugeborener 
Kinder auf das Vorhandensein der drei Fermente zu_priifen 
und gleichzeitig nachzuforschen, ob schon der Embryo tber 
sie verfiigt. 

Systematische Untersuchungen liegen hieriiber nicht vor, 
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und was bisher gefunden wurde, bezieht sich nur auf Neu- 
geborene oder auf Tierembryonen. Beobachtungen an Tieren 
sind aber, wenn sie die ersten Lebenswochen des extrauterinen 
Lebens betreffen oder die Zeit vor der Geburt, durchaus nicht 
ohne weiteres auf den Menschen tibertragbar. Ist es ja doch 
eine liingst bekannte Tatsache, dab der Reifezustand, in dem 
die Jungen zur Welt kommen, bei den einzelnen Tierarten 
ein ganz verschiedener ist und eben in der Funktion ihrer 
Verdauungsorzane ganz besonders zum Ausdruck kommt. So 
wissen wir z. B., dali die Magenschleimhaut des menschlichen 
Embryos schon im 5. Fotalmonat reichlich Pepsinogen enthilt 
(Langendorff')), dai dies Ferment beim Hund aber erst in 
der zweiten oder dritten Woche des extrauterinen Lebens sich 
einstellt. (Hammarsten,?) Gmelin?).) 

Ich referiere zuniichst kurz die bisher erhobenen Befunde. 

Lactase wurde bei reifen Neugeborenen wiederhoit und 
mit verschiedenen Methoden nachgewiesen. Ich erwiéhne die 
Untersuchungen von Pautz und Vogel,*) Orban®) und Wein- 
land.*) Bei einem an Debilitas vitae am 4. Lebenstage ver- 
storbenen Kinde (Friihgeburt?) konnte Orban das Ferment 
nicht auffinden. 

Maltase wurde nur einmal von Pautz und Vogel*) 
bei drei reifen Neugeborenen in der Schleimhaut des Jejunum 
und Ileum nachgewiesen; die positiven Befunde, die mit Pankreas 
und mit Dickdarmschleimhaut erzielt wurden, sind nicht be- 
weisend, da offenbar bakterieJe Wirkungen mitgespielt haben: 
auch der positive Befund mit Magenschleimhaut, der sich aus 
der Betrachtun’ der Tabellen entnehmen lift, ist vielleicht 
auf eine solehe Quelle zu beziehen, da ein Antiseptikum offenbar 
bei den Versuchen nicht zugesetzt worden ist. 


QO. Langendorff, Arch. f. Anat. u. Physiol., Physiolog. Abteil.. 
1879, S. 105 ff. 

*) Q. Hammarsten, Jahresber. d. Tierchemie, 1875, Bd. V, S. 164. 

') W. Gmelin, Pfliigers Archiv, 1902, Bd. XC, 5. 591. 

‘) W. Pautz und J. Vogel, Zeitschrift f. Biolog., 1895, Bd. XXXII, 
S. BO4. 

6) R. Orban, Prager med. Wochenschr., 1899, 5. 427. 

Weinland, Zeitschrift f. Biologie, 1899, Bd. XXXVIII, S. 55. 
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Invertin endlich wurde von Miura’) in der Diinndarm- 
schleimhaut reifer Neugeborener aufgefunden. 

Uber Doppelzuckerfermente bei Tierféten liegen verschie- 
dene Mitteilungen vor, von Bierry?) und seinen Mitarbeitern, 
von Frouin und Thomas,’) von L. B. Mendel und Mitchell.‘) 

Plimmer?) stellte fest, daB bei Ratten die Lactase noch 
2 Tage vor der Geburt fehlt und sich erst 12 Stunden vor 
der Geburt in der Darmschleimhaut nachweisen lib. 

O. Cohnheim®) hat das Vorhandensein von Invertin bei 
kleinen Katzen- und Hundeembryonen konstatiert und gibt an, 
dah das Invertin bei diesen Tieren das erste tiberhaupt auf- 
tretendeVerdauungsferment ist, wogegen Mendel und Mitchell‘) 
Invertin selbst bei ziemlich groben Schweinef6ten vermibten. 

Von den im folgenden mitgeteilten Versuchen wurde ein 
Teil in seinen Ergebnissen von mir‘) auf der 25. Tagung der 
Gesellschaft fiir Kinderheilkunde in Céln vorgetragen. Seither 
hat sich auch R. Schoenberner*) mit dem Nachweis der 
Doppelzuckerfermente im Meconium befabt. 

Bei meinen Untersuchungen habe ich folgendes Verfahren 
angewandt. Neugeborenen Kindern bezw. Embryonen, die in oder 
nach der Geburt abgestorben waren, wurde mdéglichst bald nach 
dem Tode (in der Regel innerhalb der ersten 12—24 Stunden) 
der Diinndarm in situ abgebunden und dann herausgenommen. 

Meist waren die Kinder kurz nach dem Tod auf Eis 
gelegt und so bis zur Sektion konserviert worden. Der Inhalt 
des Darmes wurde durch Ausstreifen entleert und meist in 


gleicher Weise wie die Darmschleimhaut selbst weiter unter- 


') K. Miura, Zeitschrift f. Biologie, 1895, Bd. XXXII, S. 266. 

*) Bierry und Salazar, C. R. Soc. Biol., 1964, Bd. LVI, S. 181. 

*) Frouin et Thomas, C. R. Soc. Biol., 1907, S. 52. 

*) Lafayette B. Mendel und H. Mitchell, Americ. Journ. of 
Physiol., 1906—08, Bd. XX, S. 81. 

°) A. Plimmer, Journal of Physiol., 1906—O07, Bd. XXXV, S. 31. 

*) 0. Cohnheim, Die Physiologie der Verdauung und Ernihrung, 
Berlin und Wien 1908, S. 91. 

‘) J. Ibrahim, Verh. d. Gesellsch. f. Kinderheilk., 1908, S. 21. 

*) R. Schoenberner, Zur Kenntnis der Meconiumfermente, L.-D. 
Miinchen 1909. 
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sucht. Der Darm wurde aufgeschnitten, auf Glasplatten aus- 
gebreitet, und die Schleimhaut mit einem stumpfen Scalpell 
abgeschabt. Diese Schleimhaut, bei kleinen Embryonen even- 
tuell der ganze ausgesireifte Darm, wurde mit Quarzsand unter 
allmahlichem Zusatz von destilliertem Wasser (etwa die 5—10- 
fache Menge) zu feinstem Brei zerrieben. Dieser Brei wurde 
entweder direkt zu den Versuchen beniitzt oder er wurde 
mitunter einige Tage mit reichlichem Toluolzusatz bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen, ehe die Versuche angesetzt wurden. 
Stets wurden Kontrollen mit gekochtem Organbrei mitangesetzt. 
Bei den Invertinproben wurde auferdem in der Regel vor Ein- 
stellen der mit den Organextrakten versetzten Rohrzuckerlosungen 
eine Trommersche Probe gemacht, die (wie saimtliche Kon- 
trollen) stets negativ ausfiel. 

Mehrfach wurde der Diinndarm vor dem Aufschneiden 
in zwei oder auch drei gleiche Teile zerlegt und die einzelnen 
Teile, sowie deren Inhalt getrennt untersucht. 

Auf Lactase wurde nach dem Verfahren von Orban’) 
gepruft. Einige Kubikzentimeter des Darmextrakts wurden mit 
50 cem einer 6°/oigen Milchzuckerlésung unter Zusatz iiber- 
schiissigen Chloroforms 17—25, gelegentlich auch linger, gut 
verkorkt in den Brutschrank (37—38°) gebracht, dann wurde 
das Eiweif durch frisch gefalltes Bleihydroxyd gefallt (Zusatz 
von 2 ccm Natronlauge (15°/o) und 8—10 cem kalt gesattigter 
Bleiacetatl6sung.) Nunmehr wurde filtriert, mit verdiinnter 
Essigsiiure neutralisiert bezw. leicht angesauert, etwa_ tiber- 
schiissiges Blei durch eine konzentrierte Natriumsulfatl6sung 
(10°/o) ausgefallt und filtriert. — 20 ccm des Filtrats dienten 
zum Zuckernachweis. Es wurde ein frisch hergestelltes Gemisch 
von salzsaurem Phenylhydrazin und Natriumacetat (im Gewichts- 
verhiiltnis 2 : 3) im Uberschuf zugefiigt, filtriert und das Filtrat 
2 Stunden im kochenden Wasserbad gehalten. 

War eine Spaltung des Milchzuckers erfolgt, so schied 
sich in der Hitze, in der Regel vor Ablauf einer Stunde, un- 
lésliches Glukosazon aus, das sich aufer durch seine Unlos- 
lichkeit im kochenden Wasser durch seine typische, mikro- 


1) R. Orban, S. 428. 
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skopische Krystallform identifizieren lief. Mitunter bildete sich 
nur ein geringer Osazonniederschlag in der Hitze, der dann 
ganz atypische Kugel- bezw. Stechapfelformen unter dem Mikro- 
skop aufwies. Solche Resultate wurden nicht als positive be- 
zeichnet. Von Schmelzpunktbestimmungen wurde Abstand ge- 
nommen; denn bei ausgiebiger Spaltung war das Resultat ein 
durchaus eindeutiges; bei den zweifelhaften Fallen aber war 
die Menge des gebildeten heifwasserunléslichen Osazons so 
gering, daf sie bei der gelegentlich versuchten Trennung von 
dem massenhaft gebildeten Lactosazon bezw. beim Versuch 
des Umkrystallisierens verloren ging. Auch die Anwesenheit 
des mit dem Dextrosazon gleichzeitig ausfallenden Galaktos- 
azons laBt, wie schon Plimmer') hervorhebt, die Schmelz- 
punktidentifizierung fiir Versuche dieser Art ungeeignet er- 
scheinen, 

Die Priifung auf Maltase geschah genau in der gleichen 
Weise; nur wurden zu jedem Versuch je 50 ccm einer 4°/oigen 
Maltosel6sung (Kahlbaum) beniitzt. Die Resultate waren hier 
(mit einer einzigen Ausnahme) stets eindeutig. 

Zum Invertinnachweis dienten je 20—50 ccm einer 
6°/oigen Rohrzuckerlésung, die mit den Darmextrakten ver- 
setzt und unter Toluolzusatz im Brutschrank gehalten wurden. 
Die Spaltung des Rohrzuckers wurde durch den positiven Aus- 
fall der Trommerschen Probe erkannt. 

Die Resultate meiner Untersuchungen habe ich in der 
nebenstehenden Tabelle zusammengefaBbt. Wo sich keine be- 
sonderen Angaben finden, wurde der frische Organbrei mit 
den Zuckerlésungen angesetzt. Auf eine Aufzihlung der Kontroll- 
versuche wurde verzichtet, da sie stets negativ ausfielen. 

Die Untersuchungen brachten ein recht tiberraschendes 
Ergebnis. A priori wire man geneigt, anzunehmen, daf die 
Lactase, die zur Verwertung der physiologischen Nahrung des 
Neugeborenen, der Muttermilch, unentbehrlich ist, auch das 
erste nachweisbare Doppelzuckerferment beim Embryo wire; 
es ist aber gerade das Gegenteil der Fall. Die Lactase fehlt 
bei kleinen Embryonen, die iiber Maltase und Invertin verfiigen. 


") A. Plimmer., Journ. of Physiol., 1906, Bd. XXXIV, S. 102. 
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Der kleinste Embryo, bei dem Lactase vorhanden zu sein 
schien (Nr. 11), stammte aus dem 7. Monat, war 35 cm lang und 
590 g schwer; doch war das Resultat fraglich, da sich nur sehr 
geringe Mengen atypischer Osazone in der Hitze ausgeschieden 
hatten, obwohl die Versuchsdauer 60 Stunden betragen hatte. 
Vollig negativ fielen aber die Versuche bei zwei iilteren Féten 
aus dem 7. und 8. Monat aus (42 bezw. 46 cm). Hier war nicht 
der frische Organbrei zum Versuch verwandt worden, sondern 
Extrakte, die 12 bezw. 9 Tage gestanden hatten. Die Maltase- 
proben mit diesen Extrakten fielen positiv aus; gleichwohl mu 
zugegeben werden, dal} hier eine Fehlerquelle vorliegen kénnte.') 
— Bei einem Foétus aus dem 9. Monat (Nr. 19) von 48 cm 
Liinge blieb die Probe wieder fraglich, wahrend sie bei einem 
etwas jiingeren FOtus (Nr. 18) von 47 cm Linge sicher positiv 
ausgefallen war. 

Bei allen drei Neugeborenen war Lactase deutlich nach- 
zuweisen. 

Es scheint aus diesen Untersuchungen hervorzugehen, dab 
die Lactase eines der letzten Verdauungsfermente ist, die beim 
menschlichen Embryo auftreten, vielleicht sogar das letzte. Mit 
der Plimmerschen Feststellung, da8 die Lactase bei der Ratte 
erst am Tag vor der Geburt gefunden wird, vorher aber fehlt, 
stimmte diese Beobachtung gut tiberein. 

Uber die Verteilung der Lactase in den einzelnen Diinn- 
darmabschnitten la6t sich auf Grund meiner Versuche nur 
sagen, dafi die Probe in der Regel im ersten Drittel oder der 
oberen Halfte starker positiv ausfiel; sie war z. B. im Fall 
Nr. 23 im oberen Drittel deutlich positiv, waihrend sie im mittle- 
ren und unteren Abschnitt fraglich blieb. Diese Befunde stehen 
im Gegensatz zu der einen Beobachtung von Orban,?) der die 
Lactase im oberen Diinndarm vermifte, wiéhrend sie im mittle- 
ren und unteren Diinndarm vorhanden war. Sie stimmen da- 


1) Weinland (I. c. S. 43) gibt an, dafs die Darmlactase erheblich 
linger wirksam bleibt. Er hat beobachtet, daf ein mit Chloroformwasser 
hergestellter Extrakt der Diinndarmschleimhaut vom Kalb seine Wirksam- 
keit vom 14. I. bis 10. Ill. behalten hatte. 

*) R. Orban, |. c. S. 442. 
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gegen gut zu den Befunden von Pautz und Vogel’) und 
W einland?) am neugeborenen Kinde. Aus den Tabellen dieser 
Autoren ergibt sich auch eine starkere bezw. ausschlieBliche 
Wirkung der Schleimhaut des oberen Diinndarms. Bei den 
Kindern, in deren Darmschleimhaut Lactase gefunden wurde, 
war sie auch im Darminhalt vorhanden; meist fiel sogar hier die 
Probe noch starker aus. Die Lactase im Meconium ist wohl 
mit Sicherheit als ein Sekret der Darmschleimhaut aufzufassen 
und ebenso wie das hier enthaltene Invertin ein Beweis dafiir, 
daB die Verdauungsorgane des Foétus bereits sezernieren. Im 
Dickdarminhalt war die Lactase tibrigens spirlicher vorhanden 
oder fehlte ganz; auch Schoenberner®*) konnte die gleiche 
Beobachtung machen. 

Die Maltase konnte schon in erheblich friiheren Perio- 
den des Embryonallebens in der Darmschleimhaut und im Darm- 
inhalt aufgefunden werden. Der jiingste Embryo, bei dem sie 
sich mit Sicherheit nachweisen lief (Nr. 6), stammte aus dem 
6. Monat, war 27 cm lang und 390 g schwer; doch war das 
Resultat auch noch bei dem viel kleineren Embryo (Nr. 3) aus 
dem 4. Monat (20 cm, 150 g) mit grofer Wahrscheinlichkeit 
als positiv anzusprechen. Die im kochenden Wasser unldslichen 
Osazone waren nur in ihrer Krystallform nicht ganz typisch 
fiir Glukosazon gewesen. Jedenfalis kann wohl als erwiesen 
gelten, daf die Maltase sich schon sehr friih einstellt, erheblich 
friiher als die Lactase. 

Das Invertin endlich fand sich nicht nur in samtlichen 
Embryonen, bei denen die Lactase- und Maltaseproben positiv 
ausfielen, sondern auch noch bei einem erheblich kleineren 
Embryo aus dem Anfang des 4. Monats von 12,5 cm Lange 
und 34 g Gewicht. Eine Maltaseprobe war bei diesem Embryo 
unterblieben, da ja schon bei dem erheblich gré6Beren Embryo 
(Nr. 3) von 20 cm Linge die Probe fraglich geblieben war. 
Die Invertinprobe fiel schon nach 12 Stunden kraftig positiv 
aus. Auer dem Invertin wiire bei diesem Fétus nach meinen 


*) W. Pautz und J. Vogel, I. c. S. 307. 
*) E. Weinland, 1. c. 
R. Schoenberner, Il. c. S. 19. 
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friiheren Untersuchungen nur eventuell noch ein diastatisches 
Ferment in der Parotis zu erwarten gewesen. Es wurde auch 
eine solche Probe mit 2°/o Starkemehllésung angesetzt; sie war 
nach 20 negativ; nach 365 schien eben eine Spur von Re- 
duktion bei der Trommerschen Probe vorhanden zu sein. 

Es scheint also die Cohnheimsche Feststellung auch fiir 
den menschlichen Embryo zuzutreffen, dafi das Invertin das 
erste nachweisbare Verdauungsferment ist. — Wie aus Nr. 1 
der Tabelle ersichtlich ist, hatte ich Gelegenheit, auch einen 
ganz kleinen Embryo von 2,5 cm Linge zu untersuchen; er wurde 
in toto mit Quarzsand zerrieben und auf Invertin, Maltase und 
Diastase untersucht. Ks blieben aber siimtliche Proben (nach 
265) negativ. 

Uber die Verteilung der Maltase und des Invertins in den 
einzelnen Darmabschnitten vermag ich nichts auszusagen. In 
der Regel fanden sich alle Abschnitte wirksam. Nur in einem 
Fall (Nr. 12) fiel die Maltaseprobe mit der Schleimhaut des 
unteren Diinndarms negativ aus, wihrend sie im oberen Diinn- 
darm positiv war. In einigen Versuchen wurde gepriift, ob 
das Duodenum bereits Maltase und Invertin produziert. Diese 
Versuche fielen positiv aus. Auch Miura!) fand das Invertin 
bei Neugeborenen schon in der Schleimhaut des Duodenums. 

Der Inhalt des Dickdarms enthielt in allen Fallen, bei 
denen er untersucht wurde, kraftig wirksame Maltase und In- 
vertase, was im Gegensatz zu den geringen Lactasebefunden 
noch besonders erwiihnt sei. 

Vom teleologischen Standpunkt aus bildet das zeitliche 
Auftreten der drei Doppelzuckerfermente im menschlichen Fotal- 
leben ein Ritsel. Das fiir die Verwertung der physiologischen 
Nahrung notwendige Ferment erscheint zuletzt; die Maltase 
konnte ja méglicherweise im Glykogenstoffwechsel eine Rolle 
spielen; dem Invertin aber, das zuerst und in so friihen Stadien 
des Embryonallebens erscheint, vermégen wir fiir den physio- 
logisch ernihrten Neugeborenen nach dem heutigen Stande 
unseres Wissens iiberhaupt keine Beaeutung beizumessen, da 


') K. Miura, l. c. 5S. 276. 
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uns auch nicht bekannt ist, welche Aufgabe ihm etwa im inter- 
mediiren Stoffwechsel zufallen kénnte. Die merkwiirdige Tat- 
sache wird sich wohl auch sicher nicht durch teleologische 
Spekulationen begriinden lassen; auch die Wahrscheinlichkeit, 
dafiir eine Erklarung auf phylogenetischem bezw. vergleichend 
physiologischem Gebiet zu finden, scheint mir nicht sehr grof 
zu sein. 

Es liegt nahe, zu erwagen, ob aus den erhobenen Be- 
funden sich nicht auch praktisch wichtige Folgerungen ergeben. 
Kiir kleine Friihgeburten pflegen wir als geeignetste Nahrung 
die Muttermilch zu wihlen, die bekanntlich sehr viel (ca. 7°/o) 
Milchzucker enthalt. Friihgeburten, die wir als lebensféhig be- 
trachten, fallen aber z. T. noch in die F6talperiode, in der ich 
die Lactase mit der Orbanschen Methode nicht nachweisen 
konnte. Aprioristische Spekulationen diirften auch hier nicht 
sehr angebracht sein; denn empirisch steht die Tatsache fest, 
es hiufig gelingt, solche Friihgeburten mit Frauenmilch 
grof zu ziehen. Es wire denkbar, dafi sehr geringe Lactase- 
mengen sich dem Nachweis durch die Orbansche Methode 
entziehen. Es wire ferner nicht nur denkbar, sondern sogar 
wahrscheinlich, dai das fehlende Ferment sich bei den kleinen 
Friihgeborenen einstellt, sobald sie mit Milch ernahrt werden. 
Gerade fiir den Milchzucker ist eine solche Anpassungsfihigkeit 
des Organismus durch die bekannten Untersuchungen von W ein- 
land?!) erwiesen. 

Das Fehlen der Lactase in der Darmschleimhaut und im 
Darminhalt friihgeborener Kinder miiBte sich klinisch in doppel- 
ter Richtung fuBern. Es ist durch Orban,?) sowie durch 
Langstein und Steinitz*) gezeigt worden, daB in den Faces 
der Siuglinge regelmiBbig Lactase enthalten ist und durch die 
Orbansche Methode nachgewiesen werden kann. Selbst bei 
verdauungskranken Kindern ist Langstein und Steinitz’) 
dieser Nachweis stets gegliickt. Es ware zu erwarten, daf in 


') KE. Weinland, 1. ec. 

*) R. Orban, |. e. 

*) L. Langstein und F. Steinitz, Hofmeisters Beitrage, 1906, 
Bd. VII, H. 6. 
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den ersten Entleerungen kleiner Friihgeburten die Lactase fehlt. 
(Im erstentleerten Meconium diirfte sie nach meinen obigen 
Befunden auch bei dlteren Friihgeburten bezw. Neugeborenen 
éfter fehlen.) 

Es ist aber ferner zu erwarten, dafi im Urin kleinerer 
Friihgeburten, die mit Milch, speziell mit Frauenmilch ernéhrt 
werden, Milchzucker ausgeschieden wird; denn wenn auch ein 
Teil des Milchzuckers im Darmkanal eventuell vergoren werden 
mag, so muiBte doch wohl ein Teil ungespalten resorbiert werden 
und im Urin wiedererscheinen; das wiire wenigstens in den 
ersten Lebenstagen zu erwarten, bis es zu einer reichlicheren 
Lactaseproduktion gekommen wiire. ‘ 

Ich hatte Gelegenheit, mich in einem einschligigen Fall 
von der Richtigkeit dieser Erwaigungen zu tiberzeugen. 

Am 9. XII. O08 wurde ein friihgeborener Knabe aus dem 
8. Monat, Ludwig Gm., 1 Stunde nach der Geburt ins Spital 
aufgenommen. Die Liinge betrug 42 cm, das Gewicht 1670 g. 
Er war also in dem Alter, in dem die Lactasebefunde nach 
den Leichenuntersuchungen negativ ausfallen konnten. 

Das Kind erhielt als Nahrung lediglich abgedriickte Frauen- 
milch, auf 8 Mahlzeiten innerhalb 24 Stunden verteilt (am 9. XII. 
nur einmal 10 g) am 10. XII. 80 g, am 11. XII. 70 g, am 12. XII. 
110 g. 

Am 11. XII. zeigten sich die ersten Milchbréckel im Stuhl; 
am 13. XII. gelang es, einen goldgelben, etwas schleimdurch- 
mengten Stuhl morgens 5 Uhr bei der Entleerung aufzufangen; 
er wurde sofort in eine Schale gebracht, kiihlgestellt, um 
6!/4 Uhr mit 100 cem Wasser versetzt, die eine Halfte gekocht, 
die andere Hialfte ungekocht, mit je 3 g Milchzucker versetzt 
und nach Chloroformzusatz 25 Stunden in den Brutschrank 
(837—88°) gebracht. Die weitere Verarbeitung erfolgte wie bei 
allen Lactaseproben. Das Ergebnis war negativ. 

Es gelang erst wieder nach ein paar Tagen, frischen 
Stuhl zu gewinnen. Hier fiel die Lactaseprobe positiv aus. 

La&t sich hieraus auch nicht sicher schlieBen, daf in den 
ersten Lebenstagen gar keine Lactase vorhanden war, so kann 
man doch wohl folgern, daf nur geringe Mengen des Ferments 
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sezerniert wurden, vielleicht auch, dai die Fermentmengen unter 
der Milchfiitterung rasch zunahmen. 

Der Urin des Kindes wurde in den ersten Lebenstagen 
mehrmals auf Zucker untersucht. Die Trommersche Probe 
fiel stets negativ aus: die Phenylhydrazinprobe wies jedoch 
mehrmals Zucker nach. In der Kiilte schieden sich Osazone 
aus, deren mikroskopische Identifizierung nicht ganz sicher ge- 
lang. Die Menge der gebildeten Osazone war nur spirlich, 
so dali zwar sicher steht, daB Zucker, wahrscheinlich Milch- 
zucker ausgeschieden wurde, dafi aber doch nur der geringste 
Teil des in der Frauenmilch zugefiihrten Milchzuckers unge- 
spalten resorbiert worden war. 

Die Entwicklung des Kindes ging befriedigend vonstatten : 
Wochen wurde es ausschlieflich mit Frauenmilch ernéhrt 
und wog am Ende der 5. Woche 1760 g. Dann wurde es im 
Verlauf der nichsten 6 Wochen langsam auf Rahmmischungen 
abgestillt, und 13 Wochen alt mit einem Gewicht von 2770 g 
bei einer Zweidrittelmilchernihrung entlassen. 

Von iihnlichen Erwiigungen ausgehend, hat kiirzlich Noth- 
mann!) bei einer gréSeren Anzahl von friihgeborenen Kindern 
die Entleerungen auf ihren Lactasegehalt und den Urin auf das 
Vorhandensein von Milchzucker gepriift. Er hat genau analoge 
Befunde erheben kénnen. Bei Kindern, die bereits eine Reihe 
von Tagen oder Wochen gelebt hatten und mit Frauenmilch 
ernihrt worden waren, fand sich stets Lactase im Stubl: zweimal 
wurde das Ferment auch im Meconium gefunden (es ist nicht 
mitgeteilt, ob in den ersten Meconiumentleerungen) und zwar 
bei ziemlich kleinen Friihgeburten aus dem 8. Monat (42 cm 
Liinge, 1350 bezw. 1750 g). 

Dagegen vermifte Nothmann das Ferment bei zwei 
anderen, etwas kleineren Kindern aus dem 7. bezw. 8. Monat 
(35 em und 1900 g bezw. 40 em und 1100 g) noch am 6. bezw. 
5. Lebenstage in einem Stuhl, der mit Bestimmtheit aus einer 
Zeit stammte, wo nicht nur Milch bereits verabfolgt war, sondern 
deren Reste in den Fiices bereits ausgeschieden wurden: das 


‘) H. Nothmann, Monatschr. f. Kinderheilk., 1909, Bd. VIII, Nr. 7. 
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Ferment stellte sich-wie bei meinem Fall, im Verlauf der nachsten 
Tage ein. 

Auch im Urin dieser Kinder konnte Nothmann Milch- 
zucker mit der Osazonprobe nachweisen und zwar nicht nur 
in den ersten Lebenstagen, sondern auch noch nach Wochen 
und Monaten, sogar bei friihgeborenen Kindern, die von vorn- 
herein Lactase im Stuhl ausgeschieden hatten und sich befriedigend 
kérperlich entwickelten. Der gleichzeitige Nachweis von Lactase 
im Stuhl und von Milchzuckerausscheidung im Urin, dem bei ver- 
dauungskranken Séuglingen auch Langstein und Steinitz!) 
begegnet sind, hat z. Z. wohl noch keine befriedigende Erklirung 
gefunden. Ich méchte mich an dieser Stelle mit der bloBen Er- 
waibnung der Nothmannschen Befunde begniigen, ohne auf die 
Erklirungsmoglichkeiten einzugehen. 

Aus der klinischen Beobachtung meines Falles und den 
Nothmannschen Friihgeburten laSt sich jedenfalls nicht der 
Schlu8 ableiten, dafi die Lactosurie fiir diese Kinder irgend 
einen Nachteil mit sich brachte; es ware also verkehrt, aus 
diesen Beobachtungen folgern zu wollen, daB die Frauenmilch 
keine geeignete Nahrung fiir diese Kinder darstellt, oder daf 
die Milch so beschrainkt werden miisse, keine Lactosurie 
zustande kommt. Ist doch wahrscheinlich gerade die Milch- 
darreichung bezw. die Milchsteigerung die wirksamste Anregung 
zur gesteigerten Lactaseproduktion. Diese Annahme wird auch 
durch einige von Nothmann mitgeteilte, speziell darauf ge- 
richtete Beobachtungen nahe gelegt. 

Anders liegt die Frage nach dem zweckmiiBigsten Zucker- 
zusatz bei kiinstlicher Ernaéhrung kleiner Friihgeburten mit Kuh- 
milchverdiinnungen. Hier glaube ich wohl, dai man aus meinen 
befunden die praktische Konsequenz ziehen darf, dai in den 
ersten Lebenstagen oder Wochen ein Zusatz von Milchzucker 
weniger zweckmiafig ist als die Beigabe eines anderen Doppel- 
zuckers; erfahrungsgema!} wirken gr6éfere Rohrzuckermengen 
aus anderen Griinden oft nicht giinstig, dagegen scheint die 
Maltose in Form eines zweckmafigen Praparates theoretisch 


‘) L. Langstein und F. Steinitz, |. ¢. 
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fiir die kiinstliche Ernihrung dieser Kinder in der ersten Zeit 
der geeignetste Zusatz. Praktische giinstige Erfahrungen, die 
ich bei der Ernahrung friihgeborener Kinder z. B. mit dem 
Soxhletschen Niéhrzucker, einem Gemisch aus gleichen Teilen 
Dextrin und Maltose, machen konnte, lassen sich in gleichem 
Sinne verwerten. Ein abschlieBendes Urteil hieriiber wire 
natiirlich nur auf Grund einer gréferen Reihe vergleichender 
Erniihrungsversuche zu fiillen, die schon aus aéuBeren Griinden 
recht schwer ganz gleichartig gestaltet werden kénnen. Jeden- 
falls diirfte zur Anregung der Lactaseproduktion der in der zu- 
gefiihrten Kuhmilch enthaltene Milchzucker vollauf geniigen. 

Zum Schluf seien noch eine Reihe von Untersuchungen 
kurz erwabnt, die ich angestellt habe, um zu priifen, ob die 
Doppelzuckerfermente aufer im Diinndarm auch noch in anderen 
Teilen des Verdauungstraktus beim Neugeborenen vorkommen. 

Zuniichst lag es nahe, die Fermente auch in der Dick- 
darmschleimhaut zu suchen. Ich habe eine gréfere Zah! 
positiver Befunde fiir Maltase oder Invertin erheben k6énnen, 
in anderen Fallen fielen die Proben negativ aus; Lactase habe 
ich nie nachweisen kénnen. Es ist hier eine Tatsache zu be- 
riicksichtigen, die den Wert der positiven Befunde etwas in 
Frage stellt, nimlich der Fermentgehalt des Meconiums, das 
gerade an der Dickdarmschleimhaut sehr za&h anhaftet. Ich 
habe diese Fehlerquelle nicht geniigend beachtet und werde 
vielleicht noch Gelegenheit finden, die Frage mit erhéhter Sorg- 
falt nachzupriifen. Auch aus den Tabellen von Miura!) und 
von Pautz und Vogel?) kann man ersehen, daf diese Autoren 
wechselnde bezw. wenig verwertbare Befunde tiber Maltase und 
Invertin in der Dickdarmschleimhaut zu verzeichnen hatten. 

Mehrmals habe ich die Speicheldriisen neugeborener 
Kinder auf Invertin, Maltase und Lactase gepriift, stets mil 
negativem Befund; das verwandte Material ist vielleicht zu 
gering gewesen, da meist nebeneinander auf zwei oder drei 
Fermente gefahndet wurde. Es ware also wenigstens in bezug 


') K. Miura, l. c. S. 276. 
*) W. Pautz und J. Vogel, |. c. S. 306. 
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auf die Maltase noch in geeigneterer Weise nachzupriifen, ehe 
man bestimmt behaupten diirfte, dab sie fehlt. 

In bezug auf die Maltase ist bei der Untersuchung blut- 
reicher Organe eine Fehlerquelle nicht aufer acht zu lassen, 
das ist eben der Blutgehalt der Organe. Ich habe mehrmals 
(nicht immer) mit dem Pankreasbrei bezw. Pankreasextrakt 
neugeborener Kinder positive Maltaseproben erhalten, mehr- 
mals auch mit dem Pankreasextrakt ilterer Siiuglinge. Ich ver- 
mag nicht sicher auszuschliefen, dab der Blutgehalt der Organe 
an dem positiven Resultat beteiligt war. Mehrmals habe ich 
als Kontrollorgan gleichzeitig die Thy musdriise untersucht, die 
ja erheblich blutreicher zu sein pflegt als das Pankreas. Die 
Kefunde waren meist negativ, in einem Fall bei einem kriftigen 
Neugeborenen und Verwendung der ganzen Thymusdriise zum 
Extrakt fiel aber die Maltaseprobe positiv aus. — Invertin und 
Lactase habe ich sowohl in der Thymus wie im Pankreas stets 
vermibt. Das Fehlen einer Pankreaslactase beim menschlichen 
Neugeborenen habe ich gemeinsam mit Kaumheimer!’) auch 
noch mit der Plimmerschen?) Methode des Lactasenachweises 
darzutun vermocht. 

Es sei auch noch erwiihnt, daf ich in der Magen- 
schleimhaut neugeborener Kinder die Doppelzuckerfermente 
gesucht habe, aber, wie zu erwarten war, mit negativem Er- 
folg. Der positive Maltasebefund von Pautz und Vogel’) ist 
aus den auf S. 20 angefiihrten Griinden nicht ganz beweisend. 

Als Ergebnis der vorliegenden Untersuchungen 1labt sich 
kurz zusammenfassend behaupten: 

1. Lactase, Maltase und Invertin sind beim neu- 
geborenen Menschen stets in der Diinndarmschleim- 
haut und im gesamten Darminhalt vorhanden. Im 
Dickdarminhalt findet sich zuweilen wenig oder keine 
Lactase. 

2. Von den drei Fermenten tritt das Invertin im 


') J. [brahim und L. Kaumheimer, Diese Zeitschrift, 1909. 
Bd. LXII, S. 287. 

?} A. Plimmer, Journ. of Physiol., 1906, Bd. XXXIV, 5. 96. 

*) W. Pautz und J. Vogel, |. ¢. S. 306. 
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menschlichen Embryonalleben zuerst auf. Es ist schon 
im Anfang des 4. Monats vorhanden und wahrschein- 
lich das erste Verdauungsferment, das tiberhaupt nach- 
gewiesen werden kann; es fehlt noch im 2. Monat. 

3. Die Maltase erscheint erheblich friher als die 
Lactase, ist wahrscheinlich schon am Ende des 4. Mo- 
nats des Fotallebens vorhanden. 

4. Die Lactase ist das letzte Doppelzuckerferment, 
das im Verlauf des Embryonallebens sich einstellt, 
wahrscheinlich das letzte Ferment, das tiberhaupt in 
der Fétalentwicklung gebildet wird. Sie scheint noch 
bei Friihgeburten im 8. Monat, die im allgemeinen als 
lebensfihig gelten, fehlen zu kénnen bezw. nur in sehr 
geringenMengen vorhanden Zu sein. Bei kleinen leben- 
den Frtihgeburten kann die Lactase in den ersten 
Lebenstagen auch im Stuhl vermift werden, sie stellt 
sich jedoch (angeregt durch die Milchfiitterung?) bald 
ein. — In der Schleimhaut des oberen Diinndarms 
scheint die Lactase reichlicher zu sein als in der des 
unteren Diinndarms. 

). Invertin und Lactase kommen beim Neuge- 
borenen nur in der Darmschleimhaut vor, Maltase 
auch im Blut und wahrscheinlich auch gelegentlich 


im Pankreas. 
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Die Doppelzuckerfermente (Lactase, Maltase, Invertin) beim 
menschlichen Neugeborenen und Embryo. 
Il. Mitteilung. 


Von 
J. Ibrahim und L. Kaumheimer. 


(Aus dem Gisela-Kinderspital in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 4. April 1910.) 


Mit Hilfe der Osazonproben ist es dem einen von uns ge- 
lungen, den Nachweis zu fiihren, daB im Embryonalleben des 
Menschen von den drei Doppelzuckerfermenten sich die Lactase 
zuletzt einstellt, und dafi dies Ferment gelegentlich noch in der 
Darmschleimhaut friihgeborener Kinder aus dem 8, Fétalmonat 
vermifit wird, also in einem Alter, in dem die Kinder in der Regel 
schon als lebensfihig bezeichnet werden kénnen. Diese Tatsachen, 
die zuniichst tiberraschend und befremdend waren, schienen uns 
wichtig genug, um sie mit einer exakteren Methode einer noch- 
maligen Priifung zu unterwerfen. Denn bei der in der ersten 
Arbeit angewandten Methode der Osazondarstellung kann zwar ein 
deutlich positiver Befund als beweisend gelten, bei den negativen 
Befunden ist aber immerhin ein Zweifel gestattet, ob eine geringe 
Lactasewirkung nicht dem Nachweis entgangen ist. Gibt doch 
Bierry!) z. B. an, daf eine Spaltung des Milchzuckers bis zu 
20°/o mittels der Methode der Osazondarstellung nicht sicher 
erkannt werden kann. Zudem waren in der ersten Unter- 
suchungsreihe mehrere Faille, in denen das Resultat gerade 
beziiglich der Milchzuckerspaltung fraglich geblieben war; die 
in geringer Menge gebildeten, im kochenden Wasser unldslichen 
QOsazone konnten unter dem Mikroskop nicht sicher als Gluk- 
osazon identifiziert werden. 


') H. Bierry, Compt. Rend. Soc. Biol., 1905, Bd. LVIIL, S. 700 u. 701. 
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Wir beschlossen daher, die Untersuchungen mit der von 
Plimmer') ausgearbeiteten Methode des Lactasenachweises 
noch einmal aufzunehmen. Diese Methode erschien gerade fiir 
die in Betracht kommenden Fragen besonders geeignet. Denn 
sie gestattet speziell auch sehr geringe Lactasewirkungen mit 
ziemlicher Sicherheit zu erkennen oder auszuschliefen. 

Wir verfuhren folgendermafen: Der Diinndarm wurde, wie 
in der ersten Versuchsreihe, mdglichst bald nach dem Tod in 
situ abgebunden und herausgenommen. Der Inhalt des Darms 
wurde durch Ausstreifen entleert und in der Regel, wo ein 
negativer Ausfall der Lactaseuntersuchung zu erwarien war, 
zum Nachweis von Invertin und Lactase verwendet. Die ab- 
geschabte Darmschleimhaut, bei kleinen Embryonen der ganze 
Darm, wurde im Morser mit Quarzsand zu feinem Brei zer- 
rieben und mit 50-—-100 cem destilliertem Wasser mit Zusatz 
von 2 ccm Toluol bei Zimmertemperatur extrahiert (11—265). 
Der Extrakt wurde dann durch Gaze koliert, und zwei genau 
gleiche Mengen abpipettiert; die eine wurde 15—20 Minuten 
im Wasserbad gekocht, die verdampfte Fliissigkeitsmenge natiir- 
lich wieder ersetzt. Die gekochte und ungekochte Portion wurden 
zu genau den gleichen (pipettierten) Mengen einer 5°/oigen Milch- 
zuckerlésung zugesetzt, je 2 ccm Toluol zugefiigt und gut ver- 
korkt mehrere Tage im Brutschrank bei 37——38° gehalten. 
Hierauf wurden beide Proben zur Eiweifausfillung mit je 5 cem 
Patain-Dufauxschem Reagens versetzt und nach ca. 12 Stunden 
filtriert. Von den Filtraten wurden mit der Pipette gleiche Mengen 
entnommen und aus der Biirette gleiche Mengen 10°/oige Na- 
tronlauge eben bis zur neutralen Reaktion zugegeben. Der 
Quecksilberniederschlag wurde durch Filtrieren entfernt; aus 
der gekochten und ungekochten Portion wurden wiederum mit 
der Pipette gleiche Mengen entnommen und in diesen durch 
Schwefelwasserstoff der letzte Rest des Quecksilbers ausgefallt. 
SchlieBlich wurde zur Entfernung des tiberschiissigen Schwefel- 
wasserstoffs Kupfersulfatldsung zugegeben, bis die Fliissigkeit 
schwach blaulich gefiirbt erschien, dann in Mefikolben die beiden 
Portionen auf je 250 ccm aufgefiillt und dann filtriert. 


1) A. Plimmer, Journ. of Physiol., 1906—07, Bd. XXXV, S. 22. 
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Von den Filtraten dienten je 20 ccm zur Allihnschen 
Zuckerbestimmung. Das Kupferoxydul wurde nach bekanntem 
Verfahren in Asbestréhrchen gesammelt, mit Wasser, Alkohol 
und Ather gewaschen, bei 110° getrocknet, im Wasserstoffstrom 
reduziert und als Kupfer gewogen. Stets wurden zwei Parallel- 
bestimmungen ausgefiihrt. 

Da bei diesem Verfahren von der gekochten und unge- 
kochten Portion stets genau gleiche Mengen in genau gleicher 
Weise behandelt werden, gibt sich eine fermentative Spaltung 
des Milchzuckers durch die Anwesenheit einer erheblich gréferen 
Menge von reduziertem Kupfer in der ungekochten Portion zu 
erkennen. 

Wir geben zunichst die Versuchsprotokolle wieder. 


Versuch Il. 


Friihgeburt aus dem 7. Monat. Linge 33 cm, Gewicht 760 g, 
Temporalumfang 22 cm. 

Geb. 1. HI. 09 um 2'/eh a. m.; auf Eis gelegt um 3) p. m.; seziert 
um 6h p.m. 

Diinndarmschleimhaut mit 100 Wasser -++ 2 ccm Toluol 24'/2h 
extrahiert; je 25 ccm gekochter und ungekochter Extrakt kommen mit 
je D0 com 5°%/oiger Milchzuckerlésung +- 2 cem Toluol 79» in den Brut- 
schrank bei 38°. 

Beide Proben wie oben beschrieben enteiweift und auf 250 ccm 
aufgefiillt. In je 20 ccm wird die Allihnsche Zuckerbestimmung aus- 
cefiihrt (je 2 Bestimmungen). 

1. Ungekochter Extrakt: 

20 cem lefern a) 233,6 ) —= 232,7 mg Kupfer = 120,1 mg Zucker, be- 
b) 231,8 rechnet fiir Glukose. 

2. “ekochter Extrakt: 
20. ccm liefern a) 195,9, ) == 195,9 mg Kupfer == 100,5 mg Zucker, berechnet 
b) (Resultat verloren) fiir Glukose. 

Differenz = 19,6 mg Zucker. 

Resultat: Lactase vorhanden. 


Versuch II. 


Neugeborenes Kind. Linge 56 cm, Gewicht 4000 g, Temporal- 
umfang 37 cm. 

Geb. 2. III. 09 um 3h p. m.; gestorben um 3'/2! p. m.; in Eis kon- 
serviert von '/28h p.m. an; seziert am 3. Ill. um 7 p. m. 

Diinndarmschleimhaut mit 200 cem Wasser -{- 4 ccm Toluo] 12*/sh 
extrahiert. 


¥ 
: 
: 
| : 
3 
; 
i 
= 
a 
age) 


40) J. [brahim und L. Kaumheimer. 


Je 50 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
100 ccm 5°/oiger Milchzuckerlésung +- 3 ccm Toluol 925 in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie oben. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm lhefern —= 490,55 mg Kupfer. 
2. Gekochter Extrakt: 


20 ccm liefern a) 386,6 
b) 3941 = 390,35 mg Kupfer. 
Differenz = 90,2 mg Kupfer = 45,9 mg Zucker, berechnet fiir Glukose. 


Resultat: Lactase vorhanden. 


Versuch III. 


Frihgeburt aus dem 9. Monat. Lange 46 cm, Gewicht 2150 g, 
Temporalumfang 30 cm, hat 5 Minuten gelebt. 
Geb. 8. III. 09 um 5h a. m.; auf Eis gelegt um 3) p. m.; seziert um 


5h p. m. 
Diinndarmschleimhaut mit 60 ccm Wasser + 2 ccm Toluol 27'/s! 


extrahiert. 
Je 20 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 


40 cem 5°/oiger Milchzuckerlésung -+- 2 ccm Toluol in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie oben. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 171,8 ) = 169,9 mg Kupfer = 86,9 mg Zucker, be- 
b) 168,0 rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 131,7 ) = 133,0 mg Kupfer = 67,7 mg Zucker, be- 
b) 134,3 rechnet fiir Glukose. 
Differenz = 19,2 mg Zucker. 
Resultat: Lactase vorhanden. 


Versuch IV. 


Friihgeburt aus dem 5. Monat. Lange 26 cm, Gewicht 350 g. 

Geb. 24. IIL. 09 vormittags; auf Eis gelegt um 15 p. m.; seziert am 
25. Il. um p. m. 

Diinndarm mit 50 ccm Wasser + 2 ccm Toluol 28'/sh extrahiert. 

Je 15 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit Je 
30 ccm 5°joiger Milchzuckerlisung -+- 2 cem Toluol 98 in den Brutschrank. 

Weitere Verarbeitung wie oben. 


1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 65,8 ) = 66,6 mg Kupfer = 34,3 mg Zucker, berechnet 
b) 67,4 fiir Glukose. 
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2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 65,3 ) = 63,9 mg Kupfer = 32,8 mg Zucker, berechnet 
b) 62,5 fiir Glukose. 
Differenz == 1,5 mg Zucker. 
Invertinprobe mit Darminhalt nach 17'/s! positiy. 
Resultat: Lactase fehlt, Invertin vorhanden. 


Versuch V. 


Neugeborenes. Linge 52 cm, Gewicht 3300 g. Temporalumfang 
36 cm. 
Geb. 25. III. um '/215 a. m.; auf Eis gelegt um 3'/2h p. m.; seziert 
um p. m. 
Dinndarmschleimhaut (15,21 g) mit 100 cem Wasser -+- 2 ccm Toluol 
25'/2h extrahiert. 
Je 40 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
80 ccm 5°%/oiger Milchzuckerlésung 2 ccm Toluol in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 com liefern a) 238,1 | = 236,95 mg Kupfer = 122,3 mg Zucker, berechnet 
b) 235,8 J fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 191,2 | = 190.4 mg Kupfer = 97,3 mg Zucker, berechnet 
b) 189.6 J fiir Glukose. 
Differenz = 25,0 mg Zucker. 
Resultat: Lactase vorhanden. 


Versuch VI. 


Friihgeburt aus dem 9. Monat. Gewicht 2450 g; geb. 30. IIL. 09, 
sonslige Angaben verloren gegangen. 
Diinndarmschleimhaut mit 80 ccm Wasser -+- 2 ccm Toluol 25h 
extrahiert. 
Je 25 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
50 ecm 5°/oiger Milchzuckerliésung -+ 2 ccm Toluol 63'/zh in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrart: 
20 com liefern a) 156,1 ) = 157,65 mg Kupfer = 80,7 mg Zucker, berechnet 
b) ee fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 135,5) == 134,65 mg Kupfer = 68,8 mg Zucker, berechnet 
b) al fiir Glukose. 
Differenz = 11,9 mg Zucker. 


Resultat: Laktase vorhanden. 
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Versuch VII. 


Frihgeburt aus dem 8. Monat. Linge 40 cm, Gewicht 1150 g. 
Geb. 30. IV. 09, hat 24 gelebt, nur Kamillentee erhalten, gest. 2. V. 09 
um 8h a.m.; auf Eis gelegt um 12h, seziert um 2'/4h, 
Diinndarmschleimhaut mit 75 cem Wasser -+- 2 cem Toluol 26'/2h 
extrahiert. 
Je 30 com ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
5d cem 5°oiger Milchzuckerlésung -+ 2 ccm Toluol 108» in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt. 
20 ccm liefern a) 218.5) = 218,85 mg Kupfer = 112,7 mg Zucker, berechnet 
b) ci fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 172,0) = 171,0 mg Kupfer = 87.4 mg Zucker, berechnet 
b) a fiir Glukose. 
Differenz = 25,3 mg Zucker. 
Resultat: Lactase vorhanden. 


Versuch VIII. 


Frihgeburt aus dem 6. Monat. Lange 31 cm, Gewicht 580 g. 
Geb. 13. V.09 um 11°/4h a. m.; auf Eis gelegt um 1) p. m.: seziert 
um 4h p. m. 
Diinndarm mit 65 ccm Wasser -{- 2 ccm Toluol 23) extrahiert. 
Je 30 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
60 com 5°/oiger Milchzuckerlésung +- 2 cem Toluol 1015 in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 268,2 ) == 267,95 mg Kupfer = 138,9 mg Zucker, be- 
b) 267,7 rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 262.3 ) == 261,8 mg Kupfer = 135,7 mg Zucker, he- 
b) 261,3 rechnet fiir Glukose. 
Differenz == 3,2 mg Zucker. 
Invertinprobe(16h) und Maltaseprobe(36) mit Darminhall stark positiv. 
Resultat: Lactase fehlt, Invertin und Maltase vorhanden. 


Versuch IX. 


Friihgeburt aus dem 7. Monat. Linge 35 cm, Gewicht 590 g. 

Geb. 10. VI. 09 um a. m.; auf Eis gelegt um 12h mittags: se- 
ziert um 3%/2h p. m. 

Diinndarm mit 80 ccm Wasser ++ 2 cem Toluol 235 extrahiert. 

Je 35 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
70 ccm 5°/oiger Milchzuckerlésung 2 ccm Toluol in den Brutschrank. 

Weitere Verarbe:tung wie immer. 
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{. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 366,9 | = 367,1 mg Kupfer = 194,0 mg Zucker, be- 
b) 367,3 f rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm lefern a) 355,83 ) == 356,45 mg Kupfer = 188,3 mg Zucker, be- 
b) 357,6 rechnet fiir Glukose. 
Differenz -= 5,7 mg Zucker. 
Invertinprobe (155) und Maltaseprobe (60h) mit Diinndarminhall 
stark positiv. 
Resultat: Lactase fraglich, Invertin und Maltase vor- 
handen. 


Versuch X. 


Friihgeburt aus dem 9. Monat. Linge 46 cm, Gewicht 1720 g. 
Temporalumfang 31 cm. 
Geb. am 13. VI. 09 um 8'/2h a.m., gelebt; auf Eis gelegt um 
12h mitlags ; seziert um 3h p. m. 
Diinndarmschleimhaut mit 80 ccm Wasser +- 2 ccm Toluol 22h 
extrahiert. 
Je 35 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
70 cem 5°/oiger Milchzuckerlésung 98'/2h in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
2) com liefern a) 279,9 | — 279,05 mg Kupfer = 145,0 mg Zucker, be- 
b) 278,2 f rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 com liefern a) 227,7 | == 227,0 mg Kupfer = 116,9 mg Zucker, be- 
b) 226,3 rechnet fiir Glukose. 
Differenz = 28,1 mg Zucker. 
Resultat: Lactase vorhanden. 


Versuch XI. 


Friihgeburt aus dem 8. Monat. Lange 40 cm, Gewicht 700 g. 
Temporalumfang 27 cm. 

Geb. am 28. VI. 09 um a. m.; auf Eis gelegt um 1h p. m.; 
seziert um p. m. 

Diimndarm mit 70 ccm Wasser -+- 2 ccm Toluol 18» extrahiert. 

Je 35 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
70 cem 5°%/oiger Milchzuckerlésung 94h in den Brutschrank. 

Weitere Verarbeitung wie immer. 

1. Ungekochter Extrakt: 
2) cem liefern a) 267,8 ) = 267,55 mg Kupfer = 138,9 mg Zucker, be- 

b) 267.3 rechnet fiir Glukose. 
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2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 258,0 ) == 259,0 mg Kupfer = 134,1 mg Zucker, be- 
b) 260,0 rechnet fiir Glukose. 
Differenz — 4,8 mg Zucker. 
Resultat: Lactase fraglich. 


Versuch XII. 


Friihgeburt aus dem 8. Monat. Lange 43 cm, Gewicht 1600 g. 
Temporalumfang 30 cm. 
Geb. am 3. VII. 09 um 10/24 a. m., gestorben um 1h p. m.; auf 
Eis gelegt um 3h p. m.; sezieat am 4. VIL. 09 um 11'/sh a. m. 
Diinndarmschleimhaut mit 70 ccm Wasser -- 2 ccm Toluol 25'/2h 
extrahiert. 
Je 35 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
70 ccm 5°%oiger Milchzuckerlésung 1051/24 in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 273.2 ) = 274,0 mg Kupfer = 142,2 mg Zucker, be- 
b) 274,8 rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 268,9 ) = 267,6 mg Kupfer = 138,9 mg Zucker, be- 
b) 266,3 rechnet fiir Glukose. 
Differenz = 3,3 mg Zucker. 
Invertinprobe (18'/2h) mit Duodenalinhalt positiv. 
Resullat: Lactase fehlt, Invertin vorhanden. 


Versuch XIII. 


Neugeborenes. Linge 52 cm, Gewicht 2800 g. Temporalumfang 
34 cm. 

Geb. am 6. VII. 09 um 53/4h a. m.; an Asphyxie gestorben; auf Eis 
gelegt um 3'/2h p.m.; seziert um 6) p. m. 

Diinndarmschleimhaut mit 80 com Wasser -+- 2 ccm Toluol 215 ex- 


trahiert. 
Je 35 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
70 cem 5°%/oiger Milchzuckerlésung 105) in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 259,3 ) = 258,45 mg Kupfer = 133,5 mg Zucker, be- 
b) 257,6 rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 235,5 ) = 235,35 mg Kupfer = 121,2 mg Zucker, be- 
b) 235,2 rechnet fiir Glukose. 
Differenz = 12,3 mg Zucker. 
Resultat: Lactase vorhanden. 
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Versuch XIV. 


Frihgeburt aus dem 9. Monat. Linge 44 cm, Gewicht 1550 g. 
Temporalumfang 30 cm. 
Geb. am 8. VIII. 09 um a. m.; auf Eis gelegt um 5'‘/«! p, m.; se- 
ziert um 7) p, m. 
Diinndarmschleimhaut mit 70 ccm Wasser ++ 2 ccm Toluol 214 ex- 
trahiert. 
Je 30 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
70 ccm 5°/oiger Milchzuckerlésung + 2 ccm Toluol 105» in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 263,8 ) = 262,75 mg Kupfer = 136,2 mg Zucker, be- 
b) 261,7 f rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 247,0 | == 247,1 mg Kupfer = 127,6 mg Zucker, be- 
b) 247,2 rechnet fiir Glukose. 
Differenz — 8,6 mg Zucker. 
Resultat: Lactase vorhanden. 


Versuch XV. 


Friihgeburt aus dem 8. Monat. Gewicht 1300 g. Geb. am 
28. VII. 09. Sonstige Angaben verloren gegangen. 

Diinndarmschleimhaut mil 80 ccm Wasser + 2 ccm Toluol 195 ex- 
trahiert. 

Je 33 com ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
70 com 5°/oiger Milchzuckerlisung ++ 2 ccm Toluol 105) in den Brutschrank. 

Weitere Verarbeitung wie immer. 

1. Ungekochter Extrakt: 

20 ccm liefern a) 248,8 ) == 249,85 mg Kupfer = 129,2 mg Zucker, be- 
b) 250,9 rechnet fiir Glukose. 

2. Gekochter Extrakt: 

20 com liefern a) 244,0 ) = 242.3 mg Kupfer = 125,0 mg Zucker, be- 
b) 241,6 rechnet fiir Glukose. 

Differenz = 4,2 mg Zucker. 

Mit dem unter Toluol aufgehobenen Extrakt wird nach 5 Tagen 
eine Invertinprobe (24h) und nach 9 Tagen eine Maltaseprobe (42h) an- 
gestellt. Beide fallen positiv aus. 

Resultat: Lactase fehlt, Invertin und Maltase vorhanden. 


Versuch XVI. 


Friihgeburt aus dem 6. Monat. Gewicht 530g. Geb. am 28. VII. 09. 


Nahere Angaben verloren gegangen. 
Diinndarm mit 80 ccm Wasser + 2 ccm Toluol 18 extrahiert. 
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Je 35 com ungekochten und gekochten Extrakits kommen mil je 
70 com 5°/viger Milchzuckerlésung -+- 2 ccm Toluol 115» in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeilung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt. 
20 ccm liefern a) 256,6 ) = 253,8 mg Kupfer = 132,4 mg Zucker, be- 
b) 255,0 rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 259.8 | = 260,0 mg Kupfer = 134,6 mg Zucker, be- 
b) 260,2 f rechnet fiir Glukose. 
Differenz = 2,2 mg Zucker. 
Invertinprobe (24h) mit dem Darmextrakt war positiv. 
Resultat: Lactase fehlt, Invertin vorhanden. 


Versuch XVII. 


Frihgeburt aus dem 6. Monat. Linge 30 cm, Gewicht 750 g. 
Geb. 7. [X. 09 um 7h p. m., gest. 8. IX. 09 um 115 a. m.; seziert um 
11'/sh. Organe gleich auf Eis; verarbeitet um 3h p. m. 
Diinndarm mit 90 ccm Wasser -+ 2 ccm Toluol 22! extrahiert. 
Je 20 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
50 com 5°*/oiger Milchzuckerlésung 97" in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 173,9 ) = 173,1 mg Kupfer == 88,5 mg Zucker. be- 
b) 172.8 rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 166.6 | = 166,75 mg Kupfer = 85,3 mg Zucker, be- 
b) 166.9 J rechnet fiir Glukose. 
Differenz = 3,2 mg Zucker. 
Invertinprobe (225) und Maltaseprobe (42h) mit dem Diinndarm- 
inhalt fielen positiv aus. 
Bei diesem Kind wurde nach dem Prinzip der Plimmerschen 
Lactaseprobe auch eine Maltaseprobe mit dem Diinndarmextrakt ausgefiihr!. 
Je 20 ccm des ungekochten und gekochten Darmextraktes kamen 
mit je 50 com 5°/oiger Maltoselésung -+- 2 ccm Toluol 97 in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung genau wie bei der Milchzuckerlésung. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 160,0 ) == 159,15 mg Kupfer = 81,2 mg Zucker, be- 
b) 158,35 rechnel fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 123,9 | = 124,4 mg Kupfer = 63,1 mg Zucker, be- 
b) 124,9 f rechnet fiir Glukose. 
Differenz == 18,1 mg Zucker. 
Resultat: Lactase fehlt, Maltase und Invertin vorhanden. 
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Versuch XVIII. 

Friihgeburt aus dem 5. Monat. Linge 27 cm, Gewicht 370 g. 

Geb. am 7. X. 09 um 7! a. m.; auf Eis gelegt um 6'/2h p. m.; seziert 
am 8. X.09 um 3h p. m. 

Diinndarm mit 60 ccm Wasser -+- 2 cem Toluol 235 extrahiert. 

Je 25 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
50 ccm 5°%/oiger Maltoselésung 95 in den Brutschrank. 

Weitere Verarbeiltung wie immer. 

1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 162.3 ) —= 163,25 mg Kupfer = 83,3 mg Zucker, be- 


b) 164.2 f rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 com hefern a) 127,9 | = 127,2 mg Kupfer = 64,7 mg Zucker, be- 
b) 126.5 f rechnet fiir Glukose. 


Differenz = 18,6 mg Zucker. 
Invertinprobe (15h) mil dem Darmextrakt war positiv. 
Der Diinndarminhalt wird gleichfalls mit 60 cem Wasser + 2 ccm 
Toluol 23 extrahiert. 
Je 25 cem des ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit 
je 50 com 5%/oiger Maltoselésung 95h in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeitung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 232,0 | = 232,3 mg Kupfer = 119,6 mg Zucker, be- 
b) 232,6 f rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 cem liefern a) 136,5 \= 135,45 mg Kupfer = 68,8 mg Zucker, be- 
b) 134.4 f rechnet fiir Glukose. 
Differenz = 50,8 mg Zucker. 
Die Invertinprobe (15!) mit dem Extrakt des Diinndarminhalts war 
positiv. 
Resultat: Maltase und Invertin in der Dinndarmschleim- 
haut und im Diinndarminhalt vorhanden. 


Versuch XIX. 
Friihgeburt aus dem 5. Monat. Linge 25 cm, Gewicht 270 g. 


Temporalumfang 16 cm. 
Geb. 13. X. 09 um 10'/eh a. m.; auf Eis gelegt um 34 p. m.; seziert 


um 7) p. m. 
Diinndarm mit 50 ccm Wasser + 2 cem Toluol 21" extrahiert. 
Je 20 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
50 com 5°%/oiger Maltoselisung in den Brutschrank. 
Weitere Verarbeilung wie immer. 
1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 170,8 ) = 171,38 mg Kupfer = 87,4 mg Zucker, be- 
b) 171,8 rechnet fiir Glukose. 
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2. Gekochter Extrakt: 

20 cem liefern a) 139,6 | == 139,55 mg Kupfer = 71,3 mg Zucker, be- 
b) 139.5 f rechnet fiir Glukose. 

Differenz — 16,1 mg Zucker. 

Der Diinndarminhalt wurde gleichfalls mit 50 ccm Wasser +- 2 ccm 
Toluol 215 extrahiert. 

Je 20 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 
50 cem oiger Maltoselésung 941/25 in den Brutschrank. 

Weitere Verarbeitung wie immer. 

1. Ungekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 207,4 = 206,5 mg Kupfer = 106.3 mg Zucker, be- 


b) 205,6 rechnet fiir Glukose. 
2. Gekochter Extrakt: 
20 ccm liefern a) 138,6 | = 138,85 mg Kupfer = 70,8 mg Zucker, be- 
b) 139.1 f rechnet fiir Glukose. 


Differenz = 35,5 mg Zucker. 

Die Invertinprobe (144) war mit Darmextrakt und mit dem Extrakt 
des Darminhaltes positiv. 

Resultat: Maltase und Invertin in der Darmschleimhaut 
und im Darminhalt vorhanden. 


Das Ergebnis der obigen Versuche haben wir in der bei- 
gefiigten Tabelle zusammengestellt. Sie bringt eine Bestati- 
gung der Tatsache, daB von den drei Doppelzucker- 
fermenten die Lactase als letztes erscheint. Wahrend 
wir das Invertin in der friiheren Untersuchungsreihe schon im 
Beginn des 4. Monats, die Maltase Ende des 4. Monats, letztere 
auch mit der Plimmerschen Methode im 5. Monat mit Sicher- 
heit nachweisen konnten, begegnen wir einem positiven Lactase- 
befund zum erstenmal bei einem Fétus aus dem 7. Monat. Be- 
sonders interessant ist nun aber, daf der Befund im 7. Monat nicht 
konstant erhoben werden konnte, sondern dafi auch noch im 
8. Monat mehrmals die Lactase in der Diinndarmschleimhaut 
fehlte: der ilteste Fétus, bei dem das Ferment vermift wurde, 
war 43 cm lang und 1600 g schwer. Also auch hierin decken 
sich unsere Resultate mit den Ergebnissen der friiheren Ver- 
suche, wenigstens insofern, als Friihgeburten von 43 cm Linge 
und 1600 g Geburtsgewicht in der Regel als lebensfahig gelten. 
Bei Friihgeburten iiber 2000 g wurde allerdings mit der Plimmer- 
schen Methode stets Lactase gefunden. 


& 

i 
‘ 


Die Doppelzuckerfermente beim menschlichen Neugeborenen usw. II. 49 


— 


| 


| 
Korper- Ge- | Mal- 


j 


Inver- 


Nr. Ausgangsmaterial lange wicht | 
| ee | in g | tase | tase | tin 
| 
1 IFrahgeburt aus dem 5. Monat! 25 | 270) | + 
2 | > >» » DB » | 2 | 350} o | ) 
4} » > & » | — | 
> » » 6 » | 30 | 750! | + 
6| > > » | 31 | o | + 
OTs » » 7% » | 38 | 760} + | | 
>» » & » | 40 700! 
> » B » | — 1300) | + 
» » & » | 40 | 1150) +4 
2, > » & » | 43 | 1600] 
>» » | 4&4 | 1550) + 
14 | > > » 9 » | 46 | 1720) + | 
15 | > > » 9% » | 46 | 2150) + | | 
17 Neugeborenes 52 | 2800; + 
18 | » 52 | 3300, + 


| *) Maltase mit der Plimmerschen Methode nachgewiesen. 

Es ergibt sich aus unseren Untersuchungen die 
Tatsache, dai beziiglich des Erscheinens der Lactase 
im Embryonalleben individuelle Unterschiede vor- 
handen sind, tiber deren Ursachen z. Zt. keinerlei begriindete 
Angaben modglich sind. Unsere Vermutung geht dahin, dab 
vielleicht zwischen der Milchbildung bei der Mutter und dem 
Erscheinen der Lactase beim Fétus gewisse Beziehungen bestehen. 

Wenn wir den Zeitpunkt genauer ins Auge fassen, der 
im grofen und ganzen dem Auftreten der Lactase im Fotal- 
leben entspricht, so kénnen wir sagen, da’ er etwa zusammen- 
fallt mit dem Zeitpunkt, in dem menschliche Friihgeburten iiber- 


haupt am Leben erhalten werden kénnen. Viele déuSere Umstinde 
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spielen bekanntlich im konkreten Fall mit, von denen es ab- 
hingt, ob eine kleine Friihgeburt am Leben erhalten und zum 
Gedeihen gebracht werden kann; zu den inneren Griinden, die 
vielfach ein Miblingen bei zweckméBigstem Vorgehen bedingen, 
gehort in erster Linie Krankheit des Kindes; vielleicht mag 
aber auch in manchen Fallen eine individuelle Riickstandigkeit 
der Verdauungsorgane mitspielen, wie sie im Lactasemangel 
ja sehr anschaulich zum Ausdruck kommt. Wir glauben nicht 
fehl zu gehen, wenn wir die Lactase als das Ferment bezeichnen, 
das sich als letztes von sémtlichen Verdauungsfermenten beim 
Fétus einstellt (vielleicht mit Ausnahme der Submaxillarisdia- 
stase, die aber fiir die physiologische Ernaéhrung bedeutungslos 
ist). Uberblicken wir, was bisher iiber das zeitliche Auftreten 
der Verdauungsfermente im Verlauf der menschlichen Fotal- 
entwicklung bekannt ist, so kénnen wir etwa folgende Tabelle 
aufstellen : 


Invertin in der Diinndarmschleimhaut: 4. Monat (Beginn) (Ibrahim ')). 
Pepsin in der Magenschleimhaut: 4. Monat (Beginn) (Langendorff?)). 
Diastase in der Parotis: 4. Monat ([brahim’)), 
Maltase in der Diinndarmschleimhaut: 4.—5. Monat (Ibrahim 
Trypsinogen im Pankreas: +. Monat ([brahim‘)). 
Enterokinase in der Diinndarmschleimhaut: 4. Monat ([brahim‘)). 
Krepsin in der Darmschleimhaut: 5. Monat (JJaeggy,®) Langstein 
und Soldin®)). 
Lipase im Pankreas: 6. Monat (Ibrahim ‘)). 
Diastase im Pankreas: 6. Monat (Ibrahim ‘)). 
Lipase in der Magenschleimhaut: 6. Monat (Ibrahim und Kopeé’)). 
Diastase in der Submaxillaris: 7. Monat? (Ibrahim’‘)),. 
Lactase in der Diinndarmschleimhaut: 7.—8. Monat (Ibrahim und 
Kaumheimer). 
J. Ibrahim, Dieser Band, S. 28. 
*) O. Langendorff, Arch, f. Anat. u. Physiol., Physiol. Abteil., 
1879, S. 95. 
3) J. [brahim, Verh. d. Gesellsch. f. Kinderheilk. in Céln, 1908, S. 30. 
‘) J. Ibrahim, Biochem. Zeitschr., 1909, Bd. XXII, S, 24. 
Jaeggy, Zentralbl. f. Gyn., 1907, 8. 1060. 
*) L. Langstein und M. Soldin, Jahrb. f. Kinderheilk., 1908, 
Bd. LXVII, S. 9. 
") Die Versuche sind noch nicht publiziert. 
‘) J. Ibrahimu. T. Kopeé, Zeitschr. Biologie, 1909, Bd, LIII, S. 201. 
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Zum Schluf seien noch Untersuchungen mitgeteilt, die 
wir an einem lebenden Friihgeborenen anstellten, um den Lac- 
tasemangel bezw. die Lactasearmut der Entlerungen in den ersten 
Lebenstagen nachzupriifen, die der eine von uns (und ebenso 
unabhingig davon Nothmann!) mit der Osazonprobe nach- 
gewiesen hatte. 


Versuch XX. 


Josef L., Friihgeburt im 7.—8. Monat. Geb. am 18. III. 09, 
mit Muttermilch ernahrt, wird am 26. III. 09 in das Spital aufgenommen. 

Linge 40,5 cm, Gewicht 1280 g. Das Kind ist gut gebildet; ziem- 
lich erheblicher Ikterus neonatorum. Nabel in Ordnung; keine Anhalts- 
punkte fiir Lues. Tiefe Untertemperatur (unter 28°). die aber unter ge- 
eigneten Mafinahmen bald auf 36° steigt; oberflichliche Atmung; wimmert 
wenig, schlaft fast konstant. Trinkt taglich 150—200 g abgepumpte Frauen- 
milch. Die ersten Entleerungen bestehen noch aus reinem griinschwarzem 
Meconium. 

27. Ill. gelangt der zweite Milchstuhl, den das Kind entleert, zur 
Untersuchung; er ist goldgelb, gleichmafiig, salbig, sauer; die Watte mit 
dem Stuhl wird ganz frisch mit 60 ccm Wasser ausgelaugt und koliert. 
Je 20 cem ungekochten und gekochten Extraktes kommen mit je 40 ccm 
5°/oiger Milchzuckerlésung -+- 4 ccm Chloroform 90h in den Brutschrank. 

Weitere Verarbeitung wie immer. 

1. Ungekochter Extrakt: 

20 cem liefern a) 233,7 ) = 233,6 mg Kupfer = 120,7 mg Zucker, be- 
b) 233,d rechnet fiir Glukose. 

2. Gekochter Extrakt: 

20 cem liefern a) 230,0 ) = 230,3 mg Kupfer — 118,5 mg Zucker, be- 
b) 230,6 rechnet fiir Giukose. 

Differenz = 2,2 mg Zucker. 

Resultat: Lactase fehlt. 

Das Kind starb 3 Tage spiter an seiner Lebensschwache am 31. IIL. 09, 
um th a.m. Leider war es nicht méglich gewesen, noch einen weiteren 
Stuhl frisch zur Untersuchung zu bekommen. Der Urin konnte einmal 
untersucht werden. Bei der Phenylhydrazinprobe schieden sich nach 
langerem Stehen in der Kalte geringe Osazonmengen ab (wahrscheinlich 
Lactosazon). 

13 Stunden nach dem Tode wurde der Darm in der iiblichen Weise 


verarbeitet. 


Die Diinndarmschleimhaut wurde mit 80 ccm Wasser -}- 2 ccm 
Toluol extrahiert. 


') H. Nothmann, Monatsschr. f. Kinderheilk., 1909, Bd. VIII, Nr. 7. 
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Je 25 ccm ungekochten und gekochten Extrakts kommen mit je 50 cem 
5°oiger Milchzuckerlésung +- 2 ccm Toluol 634/2h in den Brutschrank. 

Weitere Verarbeitung wie immer. 

1. Ungekochter Extrakt: 

20 ccm liefern a) 168,7 = 167,85 mg Kupfer = 85,9 mg Zucker, be- 
b) 167,0 rechnet fiir Glukose. 

2. Gekochter Extrakt: 

20 ccm liefern a) 147,3 = 146,5 mg Kupfer — 74,4 mg Zucker, be- 
b) 145,7 rechnet fiir Glukose. 

Differenz = 11.5 mg Zucker. 

Resultat: Lactase vorhanden. 

Also, auch hier brachte die Nachpriifung mit der exakteren 
Plimmerschen Methode analoge Resultate, wie sie mit der 
Osanzonprobe bereits ermittelt werden konnten. Die Lactase 
fehlte in den ersten Milchsttihlen, die entleert wurden; 
einige Tage spater verfiigte das Kind tiber Lactase, die in 
diesem Fall allerdings nicht in den Entleerungen, sondern in 
der Diinndarmschleimhaut des verstorbenen Kindes nachgewiesen 
wurde. Es ist natiirlich durchaus méglich, die Darmschleim- 
haut auch bei der Geburt des Kindes schon Lactase enthielt, 
wenngleich in den Milchstiihlen das Ferment nicht nachgewiesen 
werden konnte; immerhin ist der Schlu8 wohl gestattet, dal 
das Ferment in den ersten Tagen nur in geringer Menge pro- 
duziert wurde. 

Kurz zusammenfassend wollen wir betonen, dafi 
auch die Untersuchungen mit der Plimmerschen Me- 
thode des Lactasenachweises die Tatsache erharten, 
dafi die Lactase sich erst relativ spat im Verlauf der 
menschlichen Embryonalentwicklung einstellt (im 
7.—8. Monat), erheblich spater als die beiden anderen 
Doppelzuckerfermente Maltase und Invertin, dab dieser 
Zeitpunkt offenbar individuell verschieden sein kann, 
und dafk die Lactase im Verlauf der menschlichen 
Fétalentwicklung eines der letzten, wahrscheinlich 
das zuletzt gebildete Verdauungsferment ist. 
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Uber den Nucleinstoffwechsel des Schweines. 


Von 


Alfred Schittenhelm. 


(Aus dem Laboratorium der Erlanger medizinischen Klinik.) 
(Der Redaktion zugegangen am 30. Marz 1910.) 


In einer Reihe von Arbeiten habe ich gezeigt, dal es 
nicht angangig ist, das Studium des Nucleinstoffwechsels im 
tierischen Organismus in einseitiger Weise zu betreiben und 
etwa aus der Verteilung der Nucleinfermente in den Organen, 
so wie man sie aus Reagenzglasversuchen mit Organextrakten 
erhalt, sich ein genaues Bild zurechtzukonstruieren, indem eine 
derartige Untersuchungsmethode einerseits wohl zu wertvollen 
Resultaten, anderseits aber dennoch zu fehlerhaften Schlub- 
folgerungen fiihren kann. Man muf unbedingt die im direkten 
Fermentversuch gewonnenen Anschauungen vergleichen, durch 
Anderung der Versuchsanordnung vervollkommnen und vor 
allem den Stoffwechselversuch zur weiteren Beurteilung heran- 
ziehen. Wie richtig es ist, bei der Erkenntnis des Nuclein- 
stoffwechsels aus verschiedenen Quellen zu schépfen, werden 
wiederum die folgenden Versuche zeigen, welche den Nuclein- 
stoffwechsel des Schweines aufzukliren bestimmt sind. Der- 
selbe schien mir von besonderem Interesse, da im direkten 
Fermentversuche die Umsetzung von Guanin namentlich in der 
Leber und Milz sich als mangelhaft erwies und nun die Frage 
zu lésen war, ob dieses Resultat des Reagenzglasversuchs im 
Gesamtstoffwechsel des Tieres sich bestatigt. 


I. Die Nucleinfermente in den Organextrakten des Schweines. 


Es sind bis jetzt nur einige Organe des Schweines auf 
ihren Fermentgehalt untersucht worden. Jones') und seine 


1) W. Jones und Partridge, Uber die Guanase, Diese Zeitschrift, ’ 
1904, Bd. XLII, S. 343. — W. Jones und Winternitz, Uber die Adenase 
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Mitarbeiter, Partridge, Austrian und Winternitz, haben 
festgestellt, daB die Milz des Schweines nur Adenase ent- 
hilt, nicht aber Guanase und Xanthinoxydase; die Leber 
des Schweines enthalt nach ihnen nur Adenase und Xan- 
thinoxydase, aber wie die Milz keine Guanase; das Pan- 
kreas endlich fiihrt beim Schweine sowohl Guanase als 
Adenase, aber keine Xanthinoxydase. 

In eigenen Versuchen konnte ich!) bestitigen, daB die 
Schweineorgane Leber und Milz sich anders verhalten als die 
Rinderorgane, indem sie das Guanin nur sehr schwer angreifen. 
Ein volliges Fehlen der Fahigkeit, Guanin in Xanthin umzusetzen, 
konnte ich nicht konstatieren; man findet namentlich bei der 
Milz immer etwas Xanthin, in einem Versuch mehr, im andern 
weniger, offenbar in Abhingigkeit vom Zustand des gerade ver- 
wandten Organes und von der zeitlichen Ausdehnung und der 
Anordnung des Versuches.?) Ich habe endlich Versuche mit 
Extrakt von Schweinelunge') angestellt, welche zeigen, daf 
durch ihn wohl Guanin in Xanthin und Adenin in Hypo- 
xanthin umgesetzt wird, daf in ihm aber die Xanthin- 
oxydase fehlt. 

Die Versuche sind noch keine vollstaéndigen und umfassen 
noch nicht samtliche Organe des Schweines. Es erscheint daher 
zunichst notwendig, die Liicken auszufiillen. Zu diesem Zweck 
sind die folgenden Untersuchungen unternommen, welche sich 
nicht nur auf die Desamidierung und Harnsiurebildung be- 
schriinken, sondern auch die Harnsaurezerst6rung einbegreifen. 

Die Methode der Versuchsanordnung und der Isolierung 
und Identifizierung der Endprodukte ist in friiheren Arbeiten 
oft genug beschrieben worden, sodafi hier auf eine genauere 
Ausfiihrung verzichtet werden kann. 


Diese Zeitschrift, 1905, Bd. XLIV, S. 1. — W. Jones und C. R. Austrian, 
Uber die Verteilung der Fermente des Nucleinstoffwechsels, Diese Zeit- 
schrift, 1906, Bd. XLVIII, S, 110. 

') A. Schittenhelm, Der Nucleinstoffwechsel und seine Fermente 
bei Mensch und Tier, Diese Zeitschrift, 1905, Bd. XLVI, S. 354. 

*) A. Schittenhelm und J. Schmid, Ablauf des Nucleinstoff- 
wechsels in der Schweineleber, Zeitschrift f. exper. Pathol. u. Ther., 
1907, Bd. IV, S. 432. 
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Uber den Nucleinstoffwechsel des Schweines. 


A. Darm und Magen vom Schweine. 


800 g Magen und Darm wurden fein zerkleinert, mit 
1600 ccm Wasser unter Zugabe von Chloroform gut verriihrt 
und ca. 4 Stunden stehen gelassen. Dann wurde koliert. 

1. 400 cem Extrakt ohne Zusatz gingen mit Toluol 
und Chloroform versetzt 2!.2 Tage lang bei 35° unter Luft- 
durchleitung. 

Es fanden sich Spuren von Xanthin und Hypoxanthin, 
keine Harnsdure. 

2. 400 cem Extrakt wurden mit 0,4 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Guanins ebenso 2!/2 Tage lang digeriert. 

Guanin konnte nicht mehr gefunden werden. Dagegen 
wurden 0,32 g Xanthin erhalten, welche ins Nitrat verwandelt 
wurden. Aus diesem wurde mit Ammoniak freies, reines 


Xanthin wiedererhalten. Harnséure war nicht vorhanden. 
0.16 ¢ verbrauchten nach Kjeldahl 42,2 ccm /1o-Normalschwefelsiure. 


Verlangt fiir C,H,N,O,: 36,84°/0 N. 
Gefunden : 36,92 °%o N. 

3. 400 cem Extrakt wurden mit 0,40 ¢ in wenig Normal- 
natronlauge gelisten Adenins versetzt und ebenso 2'/2 Tage 
lang digeriert. 

Harnséure war nicht vorhanden. Adenin wurde nur noch 
in geringen Spuren wiedergefunden. Dagegen wurde 1,0 g 
typisches Hypoxanthinpikrat (= 0,37 g Hypoxanthin) er- 
halten. Dasselbe wurde unter Zugabe von 3 ccm Salpetersiure 
in Wasser geldst, die Pikrinséure mit Benzol durch Ausschiitteln 
entfernt und die Lésung eingeengt. Dabei wurde 0,4 g Hypo- 
xanthinnitrat in typischer Krystallform erhalten, aus dessen 
wisseriger Loésung unter Zugabe von Ammoniak und Einengen 
Hypoxanthin in reinem Zustand erhalten wurde. 

0,12 g verbrauchten nach Kje!dahl 35,2 ccm /10-Normalschwefelsaure. 
Verlangt fiir C,H,N,O: 41,17° N. 
Gefunden : 41,06°/o N. 

4. 400 ecm Extrakt wurden mit 0,3 g in wenig Normal- 
natronlauge gelister Harnsdure wie die vorstehenden Ver- 
suche 2 Tage digeriert. 

Es wurden 0,24 g Harnsadure wiedererhalten. 
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Schweinemuskel. 


Aus 600 g Schweinemuskel und 1200 ccm Wasser wurde 
wie iiblich ein Extrakt dargestellt. 

1. 300 ccm Extrakt wurden ohne Zusatz, wie iblich, 
2 Tage unter Luftdurchleitung bei 35° digeriert. Erhalten 
wurden durch Stickstoffbestimmung der wiederholten Basen- 
fallung 0,06 g Basenstickstoff. 

2. 300 ccm Extrakt wurden mit 0,3 g in Normalnatron- 
lauge gelisten Guanins, wie tiblich, 2 Tage unter Luftdurch- 
leitung digeriert. 

Wiedererhalten wurden 0,05 g Guanin sowie 0,15 g 
Xanthin, welches, ins Nitrat verwandelt, typische Krystall- 
form zeigte. 

3. 300 ccm Extrakt wurden mit 0,33 g in wenig Normal- 
natronlauge gelésten Adenins wie Versuch 2 digeriert. 

Wiedererhalten wurden 0,234 g Adenin (0,63 g Adenin- 
pikrat mit Sp. 280°). Aus dem eingeengten Filtrat davon schied 
sich Hypoxanthinpikrat in kleiner Menge als wohlausge- 
bildete, typische Krystalle ab, welche, ins Nitrat umgesetzt, 
wiederum charakteristische Krystallform zeigten. 

4. 400 com Extrakt -+- 0,8 g in wenig Normalnatron- 
lauge yelOster Harnsaéure wurden wie Versuch 2 und 3 digeriert. 

Wiedererhalten wurden 0,27 g Harnsidure. 


C. Schweinelunge. 


600 g Organ wurden mit 1200 ccm Wasser wie tblich 
zum Extrakt verarbeitet. 

1. 300 cem Extrakt wurden ohne Zusatz, wie tiblich, 
$ Tage unter Luftdurchleitung bei 35° digeriert. Erhalten 
wurden durch Stickstoffbestimmung der wiederholten Basen- 
fiillung 0,023 g Basenstickstoff. 

2. 300 ccm Extrakt -++ 0,8 g in wenig Normalnatron- 
lauge gelsten Guanins wurden wie Versuch 1 3 Tage digeriert. 

Guanin wurde nicht wiedererhalten, dagegen 0,25 g 
Xanthin isoliert. 

3. 300 ccm Extrakt -++ 0,33 g in wenig Normalnatron- 
lauge geldsten Adenins wurden wie Versuch 1 3 Tage digeriert. 
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Es wurden 0,241 g Adenin (0,65 g Adeninpikrat mit 
Sp. 280°) wiedererhalten. 

Das eingeengte Filtrat schied 0,1 g Hypoxanthinpikrat 
in typischer Krystallform ab; das daraus hergestellte Nitrat 
zeigte gleichfalls charakteristische Formen. 

4. 300 ccm Extrakt +- 0,3 g in wenig Normalnatron- 
lauge geléster Harnsiiure wurden wie Versuch 1 3 Tage 


digeriert. 
Wiedergewonnen wurden 0,22 g Harnsiure. 


D. Schweinenieren. 


300 g Organ wurden mit 600 cem Wasser wie iiblich zu 


Extrakt verarbeitet. 
1. 300 ccm Extrakt -+ 0,3 g in wenig Normalnatron- 


lauge geléster Harnsiiure wurden 2 Tage, wie iiblich, unter 
Luftdurchleitung bei 35° digeriert. 

Wiedererhalten wurden 0,2 g Harnsdure. 

2. 800 ccm Extrakt -+- 0,3 g in wenig Normalnatron- 
lauge gelésten Guanins wurden wie Versuch 1 2 Tage digeriert. 

Wiedererhalten 0,12 g Guanin; im Filtrat ca. 0,1 g 
Xanthin. 

E. Schweinemilz. 


200 g Organ wurden mit 300 cem Wasser wie iiblich 


zu Extrakt verarbeitet. 
300 ccm Extrakt wurden mit 0,8 g in wenig Normal- 
natronlauge geléster Harnsaure wie die vorstehenden Ver- 


suche 2 Tage digeriert. 
Wiedererhalten 0,24 g Harnsidure; im Filtrat 0,03 g 


Xanthin. 
F. Schweineleber. 


250 g Organ wurden mit 400 cem Wasser wie iiblich 


zu Extrakt verarbeitet. 

350 ccm Extrakt + 0,3 g in wenig Normalnatronlauge 
geldster Harnséure wurden wie die vorstehenden Versuche 
2 Tage digeriert. 

Es konnte keine Harnsaure wiedererhalten werden. 
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Wenn man nun die Resultate aus den Versuchen mit 
Schweineorganen, wie sie von Jones und seinen Mitarbeitern 
begonnen, von mir vervollstindigt wurden, zusammenfaBt, so 
kommt man zu den folgenden Ergebnissen: 


| . 

Guanase ee Xanthin- Uriko- 

| oxydase oxydase 

| wenig, manchmal | ' 
| wenig, manchmal 

Pankreas . . + +. 
Lunge . . + | +. 
Magen-Darm -+- | io 
Muskel. . . | wenig Spuren — — 


| 
Man ersieht also aus den Versuchen, daf die Umsetzung 
von Adenin in Hypoxanthin mit den Organextrakten des 
Schweines relativ gut vonstatten geht, wihrend die Umsetzung 
von Guanin in Xanthin nur in einigen Organextrakten prompt 
vollzogen wird; die Xanthinoxydase und die Urikooxydase aber 
scheinen darnach auf die Leber beschrinkt zu sein. Wenn 
man den grofen Unterschied betrachtet, der zwischen den mit 
Schweineorganen und den mit menschlichen Organen oder mit 
Organen des Hundes und Rindes angestellten Versuchen besteht, 
so miifte man eigentlich annehmen, dafi derselbe auch im 
Stoffwechselversuch zum Ausdruck kommt. 


II. Die Umsetzung verfiitterter Nucleinsaure beim normalen Schweine. 


Soweit ich die Literatur iibersehe, sind bis jetzt keine 
Stoffwechseluntersuchungen am Schweine zur Aufklarnng des 
Nucleinumsatzes ausgefiihrt worden. 

Im folgenden berichte ich tiber drei derartige Versuche, 
welche ich in Gemeinschaft mit Herrn Fritz Meier angestellt 
habe. Wir haben zu diesen Versuchen junge, noch nicht aus- 
gewachsene Schweine verwandt, weil wir glaubten, dieselben 
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leichter im Stoffwechsel halten zu kénnen, und weil eventuell 
dabei auch die Frage erértert werden konnte, ob die verfiit- 
terte Nucleinsaéure fiir den K6rperhaushalt verwandt wird. 
Bei einem schnell wachsenden Tier konnte man ein Defizit 
zwischen Einnahme und Ausgabe erwarten, so daf die letz- 
tere hinter der Einnahme zuriicksteht, indem ein Teil der ver- 
fiitterten Nucleinsiure zum Aufbau neuer Zellkerne herange- 
zogen wird. 

Wir hielten die Schweine in Stoffwechselkafigen. Leider 
ist die Abgrenzung nicht so vollkommen zu machen, wie bei 
Hunden usw., indem es nicht méglich war, zu katheterisieren. 
Die Schweine stellen schon dem Versuch mit all ihrer nicht 
geringen Kraft Widerstand entgegen und machen dabei einen 
solehen Larm, daf wir in Anbetracht der klinischen Ruhe so- 
fort davon abstehen muften. Wir begniigten uns daher, den 
Urin morgens zu einer bestimmten Zeit wegzunehmen, nach- 
dem wir uns jeweils durch rechtzeitiges Unterstellen eines 
frischen Glases vergewissert hatten, dafi der Morgenurin ent- 
leert war. Auf diese Weise erhielten wir eine gleichmabige 
Abgrenzung, wenn auch kleinere Schwankungen, die sich jedoch 
in den Perioden ausgleichen, nicht zu vermeiden waren. 

Der Kot wurde, wenigstens im zweiten und dritten Ver- 
such, gleichfalls gesammelt und analysiert. Dabei war jedoch 
die Abgrenzung infolge der unregelméfigen Defiikation, die 
durch eine hartnickige Obstipation hervorgerufen wurde, nahezu 
vollkommen unmdglich. Wir mufBten uns darauf beschranken, 
unvollkommene Stuhlperioden zu untersuchen, die jedoch mit 
geniigender Schiirfe die Ausniitzung namentlich der verfiitter- 
ten Nucleinsiiure zeigen. | 

Die Methoden zur Analyse waren dieselben wie bei den 
friiheren Versuchen. Als Nahrung gaben wir den Schweinen 
Milch. Beim 3. Versuch legten wir noch Mehl zu. 


Versuch I. 


Ein 6—7 Wochen altes Schwein von 9500 g K6rper- 
gewicht wurde dauernd mit 1500 cem Milch tiglich ernihrt. 
Wiahrend des Versuches nahm das Schwein nur ganz wenig 
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an Gewicht zu. Nach einer Vorperiode von 5 Tagen erhielt 
dasselbe 10 g thymonucleinsaures Natrium in Milch ge- 
lést, nach weiteren 6 Tagen nochmals 20 g desselben Prapa- 
rates ebenso. 

Das thymonucleinsaure Natrium gab in dem Zustande, 
wie es verfiittert wurde, also nicht wasserfrei, sondern nur 
lufttrocken, folgende Werte: 12,6°/o Stickstoff und 5,1°/o Purin- 
basenstickstoff. Es wurden also zuerst, 0,5 g Purinbasen-N und 
dann 1,0 g Purinbasen-N verfiittert. 


Versuch I. 


6—-7 Wochen altes Schwein; 9500 g Koérpergewicht. 


| Ge- | Harn- | Purin-| Allan- 


Nahrung samt- siure-|basen-) toin- 
1909 |; N | N | N 
| | 
9: (1500 com Milch) | | 299 
23. I]. | Ca. 7,5 g N 6,05 0,382 
26. | 5,25 0,012 0,008 0,382 
25. | | 6,75 0,0063 0,005 | 0,345 
26. | 5,53 0,0053, 0,014 | 0,391 
2 | 6,0 0,0042, 0,008 0,355. 


| 
| 
| 8,34 | 0,027 | 0,036 | 0,644 | 10 8 thymonuclein- 
0,0042 0,008 | 0,126 
2 | | 6,04 0,018 | 0,024) 0,191 
5. | 6,64 0,007 | 0,007 | 0,202 
5.55 | 0,005 | 0,008 0,242 
5 | | 6,75 0,007 | 0,007 0,320 
6. 861 0.007 | 0,005 0.342 
| | 7,39 0,026 | 0,057 | 0,666 | 2° 
8, | > 7,92 | 0,007 | 0,008 0,371 
9 5,80 | 0,007 | 0,007 0,403 
10. 5,79 0,007 | 0,005 0,289 
605 | — | — | 0,289 
— | — | 0277 
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Bei Betrachtung des Versuches zeigt es sich, dafs der 
grote Teil der mit der Nucleinsaure verfiitterten Pu- 
rinbasen im Urin in der Allantoinfraktion wieder zum 
Vorschein kommt, wahrend die Harnsiiure- und die 
Purinbasenfraktion nur eine relativ geringe Steige- 
rung aufweisen. Es hat also das Schwein die verfiitterten 
Purinbasen in seinem Organismus so umgesetzt, wie wir es 
bereits aus den Versuchen von Kaninchen und Hund kennen. 
Ein kleiner Teil derselben kam jedoch im Urin nicht wieder 
zum Vorschein. Es ist nun wohl moglich, daf dieser Teil zur 
Weiterbildung von Zellkernen herangezogen wurde; es kénnte 
aber auch sein, dafi die Resorption der Nucleinsiiure bei dem 
jugendlichen Tier keine quantitative war und der Rest mit den 
Faeces abgegeben wurde. Leider ist deren Analyse unterlassen 
worden, so dafi sich die Entscheidung fiir diesen Versuch 
nicht mit Sicherheit treffen laBt. 

Besondere Erwiihnung verdient das auffallende Absinken 
der Allantoinwerte nach der erstmaligen Verfiitterung von Nu- 
cleinséure, das sich unmittelbar an die erhéhte Ausfuhr an- 
schlieBt und vom 1. III. bis 5. Ill. anhalt. Genau dieselbe 
Beobachtung konnte ich bereits bei der Verfiitterung von Nuclein- 
siure an Hunde machen.!) 


Il. Versuch. 


Ein 8 Wochen altes Schwein mit ca. 7 kg Korpergewicht, 
welches wieder tiiglich 1500 ccm Vollmilch bekam mit einem 
aus zahlreichen Analysen resultierenden Durchschnittswert von 
8,7 g N und 3,8 g P.,O., erhielt nach einer Vorperiode von 
5 Tagen 3 Tage hintereinander je 20 g Hefenucleinsadure 
von Bayer-Elberfeld. Letzteres Praéparat enthielt in 20 g 
0,79 g Stickstoff, 0,37 g Purinbasenstickstoff und 0,68 g P,Q. 

Wenn man in diesem Versuche die Einfuhr der in der 
Nucleinsaiure verfiitterten Purinbasen und Phosphorsaure der 
Ausfuhr an Purinabkiémmlingen und Phosphorsiiure gegentiber- 


1) A. Schittenhelm, Uber die Umsetzung verfiitterter Nuclein- 
siure beim Hunde unter normalen und pathologischen Bedingungen, Diese 
Zeitschrift, 1909, Bd. LXII, S. 80. 
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Versuch Il. — 8&8 Wochen alles Schwein mit ca. 7 kg Koérpergewicht. 
. = 
a Nahrung Urin Kot 
Datum Ge- | Ge- |Nucleinsdure}| Ge- | |Harn- Purin- Allan- \Purin-! . Bemerkungen 
samt- samt-|Purin-| | Samt- samt- sdure- hasen- toin- samt- basen- (P.O; 
| 1909] N | N  ‘2>5]menge N | N | | gewicht; ON | 
| | | | | | | | | | | 
Vorperiode. 
(15.V.[ 8,7 | 38 | | — | 2000 | 61 | — [0,014 | 0,258) — | 
116. | 8,7 | 38 — — | 1500 5,5 | 0,004 0,014 | 0,192) — | | | 
17. 8,7 38) — | — | 1500) 5,4 (0,006 0,016 0,260 1,2 [7 35 1,823 0,0098 1,95 
8,7 | 3,8 | — | — | 1500) 6,4 0,006 0,017 | 0,233) 1,3 | | 
(19 |87 | 38) — | — | 1500) 58 | 0,005 0,017 0239 
8,7 38) — | — | — | 5,841 0,005 0,0156 0,236 12] — 0,265 0,002 0,39 
Nucleinsiureperiode. 
9,49) 4,4 | 0,37 | 0,68 | 1500 6,7 | 0,011 0,033 0,459 | 1,7 | 20 ¢) Hefenuclein- 
| 21. 949 4,4 037 0,68 | 2000 6,6 0, 007 0,025 0,470 1,6 2,045 0,034 2,086 20 » | siiure Bayer- 
| 9,49) 44 | 0,37 0,68 2000 6,4 0,010 — | 0,794 | 1,6 | | 20 Elberfeld 
Darchschnittswert] 949 4,4 | 0,37 | 0,68 | — 6,570,009 0,029 0,575 1,63) — 0,682. 0.011 0,695 
Nachperiode. 
| 38) — | — | 2000 | 64 0,011 0,014 | 0,268 1,2 | 
(24. 18,7 38) — | — | 2000 | 61 0,007 0,019 0,252 1,3 4,44 0,579 0,026 
12%. 787 | 38) — — | 1500 64 0.01 0,020 0,245 1, 1,2 | 
Durchschnittswert | 8.7 3.8 6,5 0.009 0.018 0,258 | 1.23 — 0,193 0.009 O191 
. I. Allantoinperiode per os. 
| 26. 9,06! — — | 1500 7,4 0,007 0.03 0413 1,3 1 g Allantoin gelist 
| 27. 8,7 — | 1500 7,8 0,007 0,038 0,400 1,6 | | per os 
nN Il. Allantoinperiode per Injektion. [726,66 0,775 0.036 0.6: 
28. 906 — | — | 1500 | 7,9 0,006 0,03 {0,583 — 1 g Allantoin in 50 ccm 
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steht, so besteht kein Zweifel, daBi die Resorption und Um- 
setzung eine quantitative war. Dabei kommt wie im ersten 
Versuche der groBbte Teil der verfiitterten Purinbasen, 
ea. 94%o, wieder in der Allantoinfraktion zum Vor- 
schein, wahrend nur ungefihr 2°/o in der Harnsiure- 
fraktion und der Rest unter den Purinbasen zu finden 
sind. Auch der Phosphorumsatz ist entsprechend der vermehr- 
ten Einfuhr gesteigert und zwar betrifft die Steigerung sowohl 
die Urin- wie die Kotphosphorsiure. 


fll. Versuch. 


Nach Verlauf von 2 Monaten wurde das zu Versuch II be- 
niitzte Tier nochmals inVersuch genommen. Das nunmehr 4 Monate 
alte Schwein wog am Beginn des Versuchs 25,4 kg: es erhielt 
tiglich 1500 ecm Milch und 300 g bestes Weizenmehl, letzteres 
mit einem Gehalt von 5,37 g Stickstoff und 1,5 g P,O;, so dab 
die Gesamteinfuhr an Stickstoff 14,07 g und an P,O, 5,3 g be- 
trug. Unter dieser Kost nahm das Tier wiihrend des Versuchs 
um 6,2 kg zu, so dafh es am Ende 31,6 kg wog. Nach einer 
Vorperiode von 5 Tagen erhielt das Tier 5 Tage lang Nuclein- 
siure, die ersten 3 Tage je 10g, die letzten 2 je 20 g. Das 
Priparat stammte von Bohringer Séhne in Waldhof, die es 
in entgegenkommendster Weise zur Verfiigung stellten, wofiir 
ich ihnen auch an dieser Stelle danke. Das Priparat enthielt 
14,7°/o Stickstoff, 7,9°/o Purinbasenstickstoff und 16,8°/o P,O;. 

Auch dieser Versuch ergab wiederum eine gute Um- 
setzung der Nucleinsiure und eine vollstindige Re- 
sorption aus dem Darm, welche dadurch gewahrleistet wird, 
da8 der Purinbasengehalt des Kotes auch in den Fiitterungstagen 
ein vollig gleiches Niveau behélt. Von den mit der Nuclein- 
sdure verfiitterten Purinbasen sind 72°/o in der Allantoin- 
fraktion, nur 0,7°/o erschienen in der Harnsiure und 
2,5°/o in der Purinbasenfraktion. Es resultiert also ein 
Fehlbetrag von 25°/o, welcher jedoch bei dem rapiden Wachs- 
tum des Tieres am einfachsten damit zu erkliren ist, daB es 
den Rest zum Aufbau seiner Zellkerne herangezogen hat (s. die- 
selbe Beobachtung in Versuch I). Die Phosphorsaéureausscheidung 
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Versuch Ill. — Ca. 4 Monate altes Schwein. 


| Nahrung Urin Kot 
Ge- | | Ge- Harn- Purin-| Allan- Ge- Bemerkungen 
gewicht}samt- PO, 0, samt- siiure-| basen-| toin- IP, O; ‘samt- basen- P,O; 
| gewicht | 
| | | | | 
Vorperiode. 
28. VIL.| 25,4 kg] 14,07, 5,3 | — | — | — | 5,25 | 0,0095 0,082 | 0,809 | 0,97) | | | 
29. — 14, 5,3 | | — |—]5, 0,024 0,319 | 1,14 | | 
E30. — 1407/53) — | — — | 5,08 | 0.0042 0,022 0,157 | 1,14) 103 2,770,188 2.27 
— — | — | —] 5,5 | 0,0035) 0,027 0,279 | 1,2 | | | 
— — | — | —] 5,0 | 0,0042) 0,028 0 3300.9 | | | 
= Durchschnitt | 14, 07 5,3 | —|— |—]52 0 0058 0,027 | 0,278 | (1,07, — 0 0,55 | 0,037 0,45 
Nucleinsaureperiode. 
AQ — 15,54) 6,98) 1,47) 0,79 1,68] 6.3 [0,005 | 0,040) 0,891 | 1,77) | | 10g) 
> 3. | — 415,54! 6,98) 1,47 | 0,79 1,68] 52 (0,016 , 0,036) 0,674 | 3,04 | | | 10 » | Hefenuclein. 
= 4 | — 147. 0,79 1,68] 5,1 0,005 0,052, 0,884 3,3 27 1,06 (0,054 |0,99] 10. sure 
5 | — 1|17,01'866 2.94) 1,58 3,36] 7,3 0,006 1,092 3.5 | | | 20 » 
6. | — 8,66 2,94 1,58 3,36] 8,02 0,016 0,077 1.38% 5,0 | | | 20 » 
Durchschnitt | 16,12 7,65 2,06) 1,11 2,35] 6,380,010 0,054) 0,973 3,32) — 0.21 | 0,011 0.2 
7.VIIL| — §14,07153! — | — | 63 |0,0042| 0,028| 0,496) — | | | 
8 | — 11407153; — | — | — | 2,3 | 0,0035} 0,009; 0,177); — | | 
9 | — 1140753 — — | —] 99 00171) 0,043 0,453) — 35,5 | 1.47 | 0,082 |1,53 
3 0. | — 14.07,53;— | — — | 7,6 | 0,0063 0,02 | 0,378) — | 
53 — | — | —] 57 |0,0158 0,026) 0,368) — | 
Durehschnitt | 14 07) 5.3 | — | — |] 64 0,0094 0,025 | 0374) — 0.295 0,016 0,31 
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steigt annahernd der Zufuhr entsprechend bis auf ein mabiges 
Defizit, welches auch bei ihr zu konstatieren ist. Die Stickstoff- 
bilanz ist dauernd eine stark positive. Das schnell wachsende 
Tier halt reichlich Stickstoff zuriick. Dadurch ist aber eine 
quantitative Verwertung desselben unmédglich. 

Halt man die Erfahrungen aus allen drei Versuchen 
zusammen, so lait sich ohne weiteres sagen, dali das Schwein 
zugeftihrte Nucleinsiure glatt resorbiert und daf die Umsetzung 
derselben in seinen Organen zu demselben Endresultat fiihrt, 
wie wir es bei Hund und Kaninchen aus den Stoffwechselver- 
suchen kennen, und wie wir es fiir Rind und Pferd aus Ver- 
suchen mit Organextrakten voraussetzen miissen. Die Nuc- 
leinsiure wird durch die aufeinanderfolgende Wir- 
kung der Nucleinfermente: Nuclease, Purindesamidase, Xan- 
thinoxydase, Urikooxydase véllig umgesetzt. Es erscheint 
als Endprodukt des Purinanteils Allantoin, wahrend 
von den Zwischenprodukten, Harnséure und Purin- 
basen, nur ein ganz unbetrachtlicher Teil, ca. 1—5°/o, 
als solche zur Ausscheidung gelangen. 

In denjenigen Versuchen, wihrend welcher die Tiere weiter 
wuchsen, Versuch I und namentlich III, ist bemerkenswert, dah 
es zu keiner vollig quantitativen Ausscheidung der Nucleinsaure 
kommt. Es spricht dieser Befund dafiir, dai die Nuclein- 
saure der Nahrung fiir den Aufbau der Zellkernnucleine 
herangezogen werden kann, ebenso wie das Nahrungs- 
eiweif fiir den Aufbau des K6érpereiweifes. Es empfiehlt sich 


jedoch sicherlich, zur volligen Entscheidung dieser Frage weitere 


Versuche anzustellen, die wiederum am zweckmiifigsten an 
schnell wachsenden Tieren mit reger Zellkernneubildung anzu- 
stellen sind. In den vorliegenden Versuchen pafit es zu der 
geauferten Ansicht, dai in Versuch II, wo das Tier wihrend 
des Versuchs im Gewicht vollig stehen blieb, eine quantitative 
Umsetzung klar konstatiert werden konnte. 

Es kénnte nun eingewandt werden, derFehlbetrag darum 
zustande kommt, weil das Schwein im Gegensatz zu anderen Tieren 
Allantoin weiter zu zersetzen vermag. Es mufite daherfestgestellt 
werden, da das Allantoin auch fiir das Schwein unangreifbar ist. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 5 
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Dali in der Tat das, was wir als Allantoinfraktion be- 
zeichneten, aus Allantoin besteht, zeigte der Umstand, dab es 
ohne weiteres gelang, aus dem Quecksilberniederschlag durch 
Zersetzen mit Schwefelwasserstoff und Eindampfen Allantoin 
in schén krystallinischer Form zu gewinnen, welches den rich- 
tigen Schmelzpunkt von 230° hatte, der sich auch nach Ver- 
mengen mit einem auf synthetischem Wege gewonnenen Pri- 
parate nicht dnderte. Ein weiterer Versuch zeigte ferner, daf 
die Wiechowskische Methode fiir das Schwein in gleicher 
Weise zu verwenden ist wie fiir den Hund und das Kaninchen. 

Wir verfiitterten nun im Anschluf an den zweiten Ver- 
such 1g Allantoin gelést mit der gew6hnlichen Nahrung und 
verabreichten ferner zwei Tage darnach nochmals 1 g in 
Wasser geléstes Allantoin als subcutane Injektion unter 
die Riickenhaut. Wéihrend bei der oralen Verabreichung die 
Ausscheidung zwei Tage anhielt, war sie nach der subcutanen 
Applikation schon am Tage der Injektion vollkommen geworden. 
Beide Versuche gaben ein absolut quantitatives Resultat, so dab 
ziemlich genau die Menge Allantoin als Zuwachs zur Allantoin- 
ausscheidung im Urin hinzukam, welche verfiittert bezw. inji- 
ziert worden war. 

Es kann darnach keinem Zweifel mehr unterlie- 
gen, dafi in der Tat das Allantoin fiir den Organismus 
des Schweines unangreifbar ist und ein Endprodukt 
darstellt. 


III. Die Purinbasen des Schweineurins. 


Wenn auch trotz des differierenden Verhaltens der Organ- 
extrakte im direkten Fermentversuch bei den verschiedenen 
Tieren keinerlei Unterschiede im Stoffwechselversuch zutage 
traten, so schien doch die Méglichkeit nicht ausgeschlossen, 
dali die Differenzen zum Vorschein kommen, sobald man die 
Purinbasen des Urins genauer untersucht. Die in den direkten 
Fermentversuchen vorhandene Unfahigkeit gewisser Organe, vor 
allem der Leber und Milz, Guanin anzugreifen, kénnte eventuell 
beim Schweine zu einer geiinderten Zusammensetzung der Purin- 
basen des Urins fiihren gegentiber z. B. dem Menschen, welcher 
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in den genannten Organen das Guanin nach dem Ferment- 
versuch umzusetzen vermag. 

Eine Untersuchung des Schweineurins ist friiher mehr- 
fach angestellt worden, ohne jedoch Purinkorper, auch 
nicht Harnsiure, aufgefunden wurden. Erst Salomon!) hat 
speziell darauf untersucht und fand darin Harnsiure und 
Xanthin, sowie einen guaninéhnlichen K6rper in ganz geringen 
Mengen (aus 5!/2 | 0,02 g). 

Um eine gentigende Menge Purinbasen zur differenzierenden 
Analyse zu erhalten, wurden dem nunmehr ftinf Monate alten 
Schwein drei Wochen Jang taglich 10 g Nucleinsiiure Bohringer 
neben der purinbasenfreien Milch- und Mehlnahrung gefiittert. 
Jede Tagesportion Urin wurde sofort am Riickflubkiihler unter 
Zugabe von so viel Schwefelsiiure, daf das Gemisch 3°/oig 
war, einige Stunden gekocht und nun die Purinbasen mit der 
Kupfersulfat-Bisulfitmethode isoliert. Die gesammelten Oxydul- 
verbindungen der Basen wurden sodann mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, etwas eingeengt, und in derselben Weise noch 
zweimal mit Kupfersulfat-Bisulfit zur Reinigung gefiillt: dann 
wurde das die Purinbasen enthaltende Endfiltrat salzsauer ein- 
gedampft und zur Entfernung der tiberschiissigen Salzséure 
nochmals mit Alkohol zur Trockene verdampft. Das so erhal- 
tene basengemisch wurde nach dem Verfahren von Kriiger 
und Salomon?) identifiziert; dabei wurde dasselbe mit Wasser 
bei gelinder Erwiirmung digeriert und der geliéste Teil vom un- 
geldsten durch Filtration getrennt. 

Die ungeléste Fraktion wurde mit ca. 100 ccm ver- 
diinnten Ammoniaks leicht erwiirmt und einige Stunden bei 
Zimmertemperatur stehen gelassen. Dabei blieb 0,1 g Substanz 
als ungeléster Riickstand, welche sich als Harnsiiure erwies, 
sowohl durch die Krystaliform als durch die typische sehr starke 
Murexidreaktion. Das ammoniakalische Filtrat wurde einge- 
dampft, der Riickstand in 10 ccm 3,3°/siger Natronlauge ge- 


G. Salomon, Uber die chemische Zusammensetzung des Schweine- 
harns, Virchows Archiv, Bd. XCV, S. 527 (1884). 

*) Kriiger und Salomon, Die Alloxurbasen des Harns, Diese Zeit- 
schrift, 1898, Bd. XXIV, S. 354. 
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lost und die Losung 24 Stunden stehen gelassen. Dabei fiel 
kein Heteroxanthin aus. Die Losung wurde nun vorsichtig 
in verdiinnte, 50°/oige Salpeterséiure tropfenweise unter Um- 
riihren eingetragen. Nach mehrstiindigem Stehen im Eisschrank 
war Xanthinnitrat in typischer Krystallform ausgefallen. 
Dieses wurde mit etwas verdiinntem Ammoniak behandelt und 
die Lésung eingeengt, wobei das Xanthin in typischen Schollen 
analysenrein gewonnen wurde: 

0,14 g verbrauchten nach Kjeldahl 36,7 ccm '/10-n-H,SO,. 

Verlangt fiir C,H,N,O,: 36,84°%o N. 
Gefunden: 36,64°/o N. 

Die gel6éste Fraktion wurde mit Ammoniak stark iiber- 
siittigt und 24 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. Dabei 
fiel nichts aus. Es war also kein Guanin vorhanden. Die 
LOsung wurde zur Entfernung des Ammoniaks eingedampft, 
der Riickstand in Wasser gelost, filtriert, genau neutralisiert 
und mit 1°/oiger Pikrinséurelésung versetzt. Es fiel kein Adenin- 
pikrat aus. Nunmehr wurde eingeengt und einige Zeit stehen 
gelassen. Es schied sich typisches Hypoxanthinpikrat ab, 
aus dessen wiisseriger, mit etwas Salpeterséure versetzter L6sung 
die Pikrinsiiure mit Benzol entfernt wurde. Die salpetersaure 
Lésung wurde nun eingeengt, wobei 0,65 g Hypoxanthin- 
nitrat in schéner Krystallform erhalten wurden. Die konzen- 
trierte Lésung dieser Verbindung wurde durch vorsichtigen 
Ammoniakzusatz genau neutralisiert, wonach Hypoxanthin ana- 


lysenrein herauskam: 
0.152 g verbrauchten nach Kjeldahl 40,89 cem n-H,SQ,. 
Verlangt fiir C,H,N,O: 41,17°/o N. 
Gefunden: 4,89 °Jo N. 

In den vereinigten Hypoxanthinfiltraten wurden nochmals 
die Purinbasen mit Kupfersulfatbisulfit gefallt und die Kupfer- 
oxydulverbindungen mit Schwefelwasserstoff zerlegt; das Filtrat 
wurde eingedampft, der geringe Riickstand in heifiem Wasser 
gelést, genau neutralisiert und mit 1°/oiger Pikrinsiurelésung 
versetzt. Nunmehr wurden 0,09 g Adeninpikrat in nadelférmigen 
Krystallen erhalten; die Substanz wurde durch den charak- 
teristischen Zersetzungspunkt, der bei 281° gefunden wurde, 


identifiziert. 
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Die Purinbasen des Schweineurins bestanden also 
zum grobten Teil aus Hypoxanthin und Xanthin und aus 
kleinen Mengen von Adenin; Guanin fehlte vollkommen. 

Das Resultat stimmt gut tiberein mit dem Befunde von 
Harnsiiure und Xanthin durch Salomon und mit dem friiher 
von Schittenhelm und Bendix!) erhaltenen Resultat, dab 
nimlich Guanin im normalen Schweineurin nicht vorhanden 
ist. Die Zusammensetzung des Purinbasengemisches im Schweine- 
urin ist ungefaéhr demjenigen des menschlichen Urines gleich, 
wie es von Kriiger und Salomon?) in ihrer klassischen Unter- 
suchung gefunden wurde. Auch hier kénnen keine besonderen 
Differenzen festgestellt werden, obwohl der direkte Organver- 
such dieselben, namentlich in der Guaninumsetzung, aufer- 
ordentlich scharf zeigt. 

Wenn Pecile*) im Harn eines gichtkranken Schweines 
Guanin fand, so ist dieser Befund nur so zu erkliiren, dab eine 
Stérung der Féahigkeit, Guanin umzusetzen, eingetreten ist. 
Darin liegt wohl das Typische der Schweinegicht, welche durch 
Virchow‘’) und Salomon®) als Guaningicht erkannt wurde. 
Es handelt sich dabei um Ablagerung von Guanin in den Ge- 
weben (Muskeln usw.), analog der Kinlagerung von Uraten bei 
der menschlichen Gicht. Es wire von hohem Interesse, Stoff- 
wechselversuche an gichtkranken Sechweinen durchzufiihren. 
Offenbar ist aber die Guaningicht eine seltene Krankheit oder 
wird wenigstens selten diagnostiziert; denn alle Bemiihungen, 
derartige Tiere zu bekommen, waren bis jetzt vergebens. 


') A. Schittenhelm u. E. Bendix, Vergleichende Untersuchungen 
iiber die Purinbasen des Urins beim Schweine, Rind und Pferd. Be- 
merkungen tiber die Guaningicht der Schweine. Diese Zeitschrift, 1906, 
Bd. XLVI, 5S. 140. 

*) R. Kriigerund G.Salomon, Die Alloxurbasen des Harns, Diese 
Zeitschrift, 1898/99, Bd. XXVI, S. 367. 

5) Annal. der Chem., 1876, Bd. CLXXXIII, S. 141. 

4) Virchow, Uber Konkretionen im Schweinefleisch, welche wahr- 
scheinlich aus Guanin bestehen. Virchows Archiv, 1866, Bd. XXXV, S. 358. 
— Ders., Die Guaningicht der Schweine, ebenda, 1866, Bd. XXXVI, S. 147. 

*) Salomon, Chemische Untersuchung eines von Guaninablage- 
rungen durchsetzten Schinkens, Virchows Archiv, Bd. XCVII, S. 360. 
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Uber Adsorptionsverbindungen einiger EiweiBkérper mit 
alkoholléslichen anorganischen Haloidsalzen. 
Von 
Friedrich Simon-Berlin. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1910.) 


Wahrend die HalogeneiweifBverbindungen — besonders 
in neuerer Zeit — vielfach analytisch und synthetisch bear- 
beitet worden sind und den Gegenstand einer Reihe wichtiger 
Untersuchungen!) bilden, scheint das Verhalten der FEiweib- 
koérper zu den Haloidsalzen der Alkalimetalle und alkalischen 
Erden bisher nicht allzu hiiufig die Beachtung der Forscher 
gefunden zu haben. 

Aus der iilteren Literatur sei hier zunachst auf die Unter- 
suchungen von N, Lubavin?) hingewiesen, der Casein als Aus- 
gangsmaterial wiihlte und ca. 60 Stunden mit kiinstlichem 
Magensaft digerierte. Er behandelte dann das alkoholische 
Extrakt der Verdauungsprodukte mit Barytwasser und konnte 
durch wiederholte Alkoholfallung des eingeengten Filtrates einen 
stark baryumhaltigen EiweiBkérper als feines gelbliches, nicht 
zerfliebliches Pulver gewinnen. Da die Analyse des Produktes 
18,2°/o Ba und 6,4°/o Cl, also ein Verhiiltnis von 1 Aquival. 
Cl auf 11/2 Aquival. Ba ergab, so rechnete Lubavin mit der 


') Im «Handbuche d. Biochemie d. Menschen und d. Tiere» (heraus- 
gegeben v. C. Oppenheimer), Bd. I, S. 444ff., 1909, finden sich aus- 
fiihrliche Literaturnachweise iiber die Arbeiten von F. Blum, Blum und 
Vaubel, Gans, Habermann und Ehrenfeld, Hofmeister, Hopkins 
und Pinkus, Kurajeff, Liebrecht, A. Oswald, Panzer, C. H. L. 
Schmidt. Ferner: E. Salkowski, Diese Zeitschrift, 1908, Bd. LVII, 5. 526. 

*) Lubavin, Uber die kiinstl. Pepsinverdauung des Caseins usw. 
(Medizin.-chem. Unters., herausgeg. v. Hoppe-Seyler, Heft IV, 1871). 
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Moglichkeit, dafi dieses Verhialtnis kein zufiilliges wiire, 
daB er vielmehr eine bestimmte chemische Verbindung des 
Peptons mit Baryt vor sich habe. Eine Wiederholung des Ver- 
suches unter den gleichen Bedingungen der Digestion, jedoch 
etwas modifizierter priparativer Darstellung lieferte ihm ein 
Produkt mit 16,7°/o Ba und 2,9°/oCl, Prozentzahlen, die wiederum 
mit der Relation der Elemente im BaCl, keineswegs tiberein- 
stimmten. An diese Ergebnisse kniipft A. Kossel') mit seinen 
Untersuchungen an, die hier etwas ausfiihrlicher wiedergegeben 
werden sollen, weil sie — besonders in der Methodik — viele 
Beziehungen zu der vorliegenden Arbeit bieten. Kossel di- 
gerierte Fibrin 2—8 Tage hindurch mit kiinstlicher Verdauungs- 
fliissigkeit, die durch Extraktion von Schweinemagenschleimhaut 
mit verdinnter Salzsiure von 0,4°/o HCl gewonnen wurde. 
Nach Vorbehandlung der Verdauungslisung mit Baryt wurde 
die erhaltene «Barytpeptonverbindung» vom Baryt befreit, die 
«Peptonlésung» mit CaCO, digeriert, das Filtrat eingedampft 
und mit Alkohol gefallt. Der Niederschlag wurde in Wasser 
gelést, die L6sung eingeengt und wiederum mit Alkohol gefallt. 
Diese Alkoholfallung wurde dreimal wiederholt. Da nun — 
trotz der theoretisch vorauszusetzenden volligen Entfernung des 
CaCl, — sich die gefillte Substanz immer noch chlor- und 
calciumhaltig erwies, nahm Kossel eine « Verbindung des Pep- 
tons mit Cl und Ca» als gegeben an. Er bestimmte das Cl 
als AgCl durch direkte Fallung der wiisserigen L6sung seiner 
Substanz mit AgNO, -+ HNO,; das Filtrat wurde durch HCl 
vom tberschiissigen Silber befreit und verascht; die Asche 
wurde in HCl gelést, die LOsung mit Ammoniak und Ammonium- 
oxalat gefallt und der Niederschlag nach dem Gliihen als CaO 
gewogen. Es wurden 2,34°/o Cl und 5,68°/o Ca gefunden. Bei 
einem zweiten, in der gleichen Weise dargestellten und ebenso 
analysierten Eiweiikorper ermittelte Kossel 2,27°/o Cl und 
6,5°/o Ca. Kossel glaubte, eine «<chemische» Bindung der 
Aschenbestandteile (besonders von Ca und Cl) an das Pepton 
supponieren zu miissen und betonte auch den Einwendungen 


1) Kossel, Ein Beitrag zur Kenntnis d. Peptone. Pfliigers Archiv, 
Bd. XIII, S. 309, 1876. 
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Herths') gegeniiber in seiner spateren Arbeit?) diesen Stand- 
punkt. Zur Begriindung fihrte er an, dafi keine « Verunreinigung » 
seines Praparates mit CaCl, vorliegen kénne, da er sonst hitte 
das CaCl, aus seiner wasserigen Lésung dreimal mit Alkohol 
gefillt haben miissen, daB ferner die Asche seiner Substanz 
Cl und Ca in einem Verhiltnis enthielte, das auch nicht an- 
nahernd der Formel CaCl, entspriche. Kossel diskutierte 
sogar drei Moéglichkeiten der «chemischen Verbindung» von Cl 
und Ca mit Pepton: 1. Verbindung von HCl mit Peptoncalcium, 
2. Verbindung von CaCl, mit Peptoncalcium, 3. Ersatz des 
Wasserstoffs im Pepton sowohl durch Cl als Ca. Die An- 
schauung Kossel!s tiber eine chemische Bindung des Peptons 
mit seinen Aschebestandteilen teilt auch F. Hoppe-Seyler’) 
und macht sich dessen Argumentation zu eigen, daf ein in 
Alkohol so leicht lésliches Salz wie CaCl, sich in «chemischer 
Verbindung» befinden miisse, wenn es durch Alkohol mit dem 
Pepton gefillt werde. 

Von den Arbeiten aus neuerer Zeit, die sich mit dem Ver- 
halten der Erdalkalien zu den EiweiSkorpern beschiftigen, seien 
hier zuniichst die Studien von Hammarsten’‘) tiber die Rolle 
der Kalksalze bei der Fibrinbildung genannt. Hammarsten 
konnte die schon oft beobachtete Fahigkeit des Fibrins, bei seiner 
Entstehung Kalkverbindungen aus einer Loésung mit niederzu- 
reiBen, bestatigen und zwar fand er im Fibrin als Minimum 
0,007 °/o CaO — 0,005°/o Ca — einen Kalkgehalt, der nicht 
dem Fibrinmolekiile selbst angehéren kénne, da man sonst das 
Molekulargewicht des Fibrins héher als 800 000, also reichlich 
5Omal so grofh wie das des Oxyhimoglobins annehmen misse. 
Hammarsten glaubt deshalb alle Theorien, die mit dem Fibrin 
als einer Kalkverbindung des Fibrinogens rechnen, zuriickweisen 


') Herth, Uber d. chem. Natur d. Peptons usw. Diese Zeitschrift. 
Bd. 1, S. 277, 1877/78. 

*) A. Kossel, Uber d. chem. Zusammensetzung d. Peptone. Diese 
Zeitschrift, Bd. Ill, S. 58ff., 1879. 

*) F. Hoppe-Seyler, Physiolog. Chemie, Berlin 1878, Bd. II, S. 225 
und 226. 
‘) O. Hammarsten, Weitere Beitrage zur Kenntnis d. Fibrinbil- 
dung. Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, 5. 98 ff., 1899. 
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zu miissen. Sehr ausgedehnte Untersuchungen iiber das Ver- 
halten der Erdalkalisalze zum Eiereiweif hat dann neuerdings 
W. Pauli’) angestellt. Behandelte er klare, frisch bereitete 
Lésungen von Eiereiweif mit CaCl,-Lésungen bestimmter Kon- 
zentration, so zeigte sich sofort eine zarte bliuliche Triibung, 
die nach 24 Stunden dickmilchig wurde. In einer «nicht weit 
von der Fallungsgrenze gelegenen Konzentration» wirkte CaCl, 
bei Anwesenheit von NaBr und NaJ zunehmend eiweiffallend. 
Bei einem der Fillungsgrenze noch mehr geniiherten Ca(l,- 
Gehalt zeigten sich auch Chloride und Nitrate als «Fallungs- 
erreger», und zwar Natriumsalze in staérkerem Grade als Am- 
moniumsalze. Im Gegensatz zum CaCl, fallte SrCl, selbst in 
achtfacher Normalkonzentration Eiweiflésungen nicht, doch 
zeigte sich bei gleichzeitiger Anwesenheit von NaBr, NaJ und 
NaCNS ein dem CaCl, ahnliches Verhalten. Bei Zusatz von 
SrBr, war eine Fillungswirkung nur bei Anwendung hoher 
Konzentrationen angedeutet, wahrend BaCl, auch in vierfacher 
Normallésung die Eiweiflésungen nicht verdanderte. Von den 
iibrigen Baryumsalzen wirkten nur das Jodid und Rhodanid 
deutlich eiweiffallend. Im allgemeinen konnte Pauli feststellen, 
die von den Erdalkalisalzen in den Eiweifblésungen erzeugten 
Fillungen (ahnlich dem Verhalten der Schwermetalle) irre- 
versible waren, wenn auch die Wirkungsweise der Erdalkalien 
sonst nicht unwesentlich von dem Verhalten der Salze des Zn, 
Fe, Cu, Ag, Hg, Pb u. a. m. zu Eiweifkérpern abwich. Bei 
den Schwermetallsalzen entscheiden nimlich hauptsiichlich die 
Kationen tiber die eiweiffallende Wirkung, wihrend bei den 
Erdalkaliverbindungen auch die Art des betreffenden Anion von 
grofiem Einflu{ auf das Fallungsvermégen ist. Ferner machte 
Pauli die interessante, spiter von Fraenckel?) bestitigte und 
naher erklérte Beobachtung, daB Zusatz eines Erdalkalisalzes 
zu eiweifhaltigen Fliissigkeiten eine Sauerung der Mischung 
erzeugt. Im Gegensatz zu den Erdalkaliverbindungen rufen die 


1) Pauli, Irreversible Eiweiffallungen durch Elektrolyte. Hof- 
meisters Beitrage, Bd. V, 5. 27ff., 1904. 

2) P. Fraenckel, Uber d. Einflué d. Erdalkalien auf d. Reaktion 
tierischer Sifte. Zeitschr. f. exp. Pathol. u. Ther., Bd. 1, S. 439ff., 1905. 
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Neutralsalze der Leichtmedalle in Eiweiflésungen keine irre- 
versiblen Fallungen hervor, wie Pauli!) durch ausfiihrliche Unter- 
suchungen feststellen konnte. Die wesentlichen Ergebnisse der 
Paulisehen Versuche lassen sich dahin zusammenfassen, dah 
das Fiallungsvermégen in der Reihenfolge der Anionen: Fluorid, 
Chlorid, Bromid, Jodid abnimmt, dagegen in der Reihenfoige 
der Kationen: Mg, NH,, K, Na, Li wachst. Eine wichtige Er- 
giinzung dieser Resultate bilden die Beobachtungen Hébers,?) 
die Neutralsalzwirkungen in homogenen und _ kolloidalen 
Systemen von der Reaktion der Systeme durchaus abhingig 
sind. Wiihrend némlich bei saurer Reaktion der Wirkungsgrad 
der einzelnen Kationen und Anionen sich in der Reihenfolge: 
Cs < Rb < K < Na < Li bezw. SO, < Cl < Br < J abstuft, herrscht 
bei alkalischer Reaktion die umgekehrte Rangordnung fiir die 
eiweibfillenden Eigenschaften: Li < Na < K < Rb < Cs und 
J<Br< <SO,. 

Diese kurze Literaturiibersicht mége geniigen, die wich- 
tigsten der uns bekannten Tatsachen iiber das Verhalten der 
Haloidsalze der alkalischen Erden und der Alkalimetalle zu 
den EiweiBkorpern zu rekapitulieren. Wie man sieht, sind 
unsere Kenntnisse dieser Fragen keineswegs liickenlose, und 
besonders die Untersuchungen Kossels scheinen interessant 
und wichtig genug, den Ausgangspunkt einer neuen experi- 
mentellen Arbeit zu bilden. Vornehmlich verlohnt es sich, diese 
Beobachtungen — besonders auch nach der quantitativ-ana- 
lytischen Seite hin — zu bestiitigen und zu erweitern, sowie 
ferner Kossels Versuche, die sich ja nur mit den Beziehungen 
von CaCl, zu den Verdauungsprodukten des Fibrins beschat- 
tigen, auch auf andere Albumosen, Peptone und Eiweifkorper 
auszudehnen und schlieBlich noch das Verhalten anderer alkohol- 
loslicher Haloidsalze zu beriicksichtigen. 

Herrn Geheimrat Salkowski mochte ich fiir die An- 
regung zu diesen Untersuchungen und das der vorliegenden 
Arbeit freundlichst gewidmete Interesse bestens danken. 
YW, Pauli, Unters. iiber physikal. Zustandsainderungen d. Kolloide. 
ll. Hofmeisters Beitr., Bd. III, S. 225, 1903). 

?) R. Héber, Zur Kenntnis d. Neutralsalzwirkungen. Hofmeisters 
Beitr.. Bd. XI, S. 35ff., 1908). 
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I. Versuchsreihe, bei der Fibrin als Ausgangsmaterial zur 
Verwendung kam. 


Benutzt wurde ein gekochtes und seit kurzer Zeit unter 
Chloroformwasser aufbewahrtes Fibrin. Eine Aschenbestimmung, 
zu der 3,9950 feuchten = 1,0582 trockenen Fibrins genommen 
wurde, ergab einen Aschengehalt von 1,01°/o der trockenen 
Substanz. 

Ca. 65 g Fibrin wurden zuniichst mit salzsiurehaltigem 
Wasser bis zur Quellung gekocht und dann mit 11 kiinst- 
licher Verdauungsfliissigkeit, die aus ca. 1 g Pepsin (Griibler), 
10 cem Acid. hydrochlor. pur. und 11 Wasser bereitet wurde, 
bei 40° etwa 72 Stunden hindurch digeriert. Das Verdauungs- 
gemisch wurde dann (nach dem Kolieren durch Leinwand) in 
der Siedehitze mit reinstem Calciumcarbonat neutralisiert und 
vom Neutralisationsniederschlage abfiltriert. Das Filtrat wurde 
bis auf ein Volumen von etwa 50 ccm auf dem Wasserbade 
eingeengt und mit dem etwa zehnfachen Volumen Alkohol 
absolut. gefallt. Nach 24stiindigem Stehen unter Alkohol wurde 
der Niederschlag (nach dem Dekantieren des ersten Alkohols) 
wiederholt mit siedendem Alkohol ausgewaschen. Abfiltrierte 
Proben des Waschalkohols ergaben zunichst starke Chlor- 
reaktion. Das Auswaschen des Niederschlages wurde nun so 
lange fortgesetzt, bis die durch AgNO, -+- HNO, in abfiltrierten 
Proben des Waschalkohols erzeugten Niederschlige bezw. Tru- 
bungen annéhernd konstant blieben. Der Niederschlag wurde 
schlieBlich einige Male mit Ather nachgewaschen und durch 
andauerndes Verreiben mit dem Pistill vom anhiingenden Ather 
befreit. Es resultierte ein staubfeines, gelblich-weibes, sich 
leicht klebrig anfiihlendes Pulver, das sich schon in kaltem 
Wasser schnell und vollig klar loste. Die wiisserige LOsung 
zeigte deutliche Biuretreaktion, sowie erhebliche Triibungen 
auf Zusatz von HNO, + AgNO, und NH, -}- C,0,(NH,),. Zur 
Cl-Bestimmung wurden etwa 0,5 g des Praparates mit dem 
etwa 25fachen ihres Gewichtes an Salpetermischung (bestehend 
aus 2—3 Teilen KNO, und 1 Teil Na,CO,) in der Platinschale 
geschmolzen, die Schmelze gelést, die Lésung mit HNO, an- 
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gesduert, filtriert und das Filtrat mit AgNO, gefallt. 0,4792 ¢ 
der trockenen Substanz ergaben 0,1908 AgCl = 0,0472 Cl = 
9,85°/o Cl. Zur Ca-Bestimmung wurden etwa 0,5 g der (bis 
zur Gewichtskonstanz getrockneten Substanz) in der Platin- 
schale verascht, die Asche in verdiinnter HCl gelést, die LOsung 
filtriert und das Filtrat mit NH, +--+ C,0,(NH,), gefallt. 0,4574 ¢ 
des Priiparates ergaben 0,03345 CaO = 0,0239 Ca = 5,22°/o Ca. 
Die fiir Cl und Ca ermittelten Prozentzahlen entsprechen in 
der Relation Cl, : Ca nicht genau dem fiir Chlorcalcium 
berechneten Quotienten. Fiir Chlorcalcium wird berechnet: 


Cl, 
is = 1,775, wihrend bei der vorliegenden Analyse gefunden 
wurde: —? = 1,89. Der gefundene geringe Uberschu8 an Chlo- 


Ca 
riden ist wohl durch den Umstand zu erkliren, dab die Asche 
des Fibrins nicht frei von Chloralkalien war, da®B aber auch 
die Verdauungssalzsiure aufer an das zur Neutralisation zu- 
gesetzte CaCO, noch an andere (urspriinglich in der Asche 
des Fibrins enthaltene) basische Bestandteile gebunden wurde. 
Der (nach dem gefundenen Ca-Wert berechnete) Gehalt des 
Préparates an Chlorealcium betragt 14,48 °/o. 
Praparat I. Kin zweites Préparat wurde genau nach der gleichen 
: Methode durch Neutralisation des Verdauungsgemisches mit | 
; SrCO, gewonnen als ein hellbraunes, staubfeines, sich leicht 
klebrig anfiihlendes Pulver, dessen wisserige Losung deutliche 
Biuretreaktion sowie Niederschlage auf Zusatz von HNO, +- 
AgNO., und NH, ++ C,0,(NH,), zeigte. 0,476 g der trockenen 
Substanz ergaben (nach der schon beschriebenen Methode be- 
stimmt) 0,1825 AgCl = 0,0451 Cl = 9,47°/o Cl. Das Sr wurde 
als Carbonat (nach vorhergehender Veraschung in der Platin- 
schale) bestimmt, und zwar ergaben 0,464 g der trockenen 
Substanz 0,0747 SrCO, = 0,0442 Sr = 9,53°/o Sr. Relation 
Cl, : Sr fiir Strontiumchlorid berechnet = 0,816, gefunden 
= 0,99. Der geringe Uberschu8 an Chloriden laft sich hier 
(wie auch bei allen folgenden Analysen) in der gleichen Weise 
wie bei dem ersten Priiparat erkliiren. Gehalt der Substanz 
an SrCl, = 17,28°/o. 
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Sechlieblich wurde noch ein drittes Priiparat aus Fibrin 
durch Neutralisation des Verdauungsgemisches mit Li,CO, dar- 
gestellt. Es resultierte ein weifes, staubfeines, sich leicht 
klebrig anfiihlendes Pulver, das sich in kaltem Wasser etwas 
langsamer als die beiden ersten Priiparate léste. Die wasserige 
Lésung zeigte neben deutlicher Biuretreaktion die charakte- 
ristische rote Flammenfiirbung, sowie Triibungen bezw. Fiail- 
lungen auf Zusatz von Na,HPO, +- NH;, NH, -++- (NH,),CO, und 
HNO, -+ AgNO,. 0,4523 g der trockenen Substanz ergaben 
0,0984 AgCl = 0,0243 Cl = 5,37%/o Cl. Das Li wurde als 
Sulfat (nach vorhergehender ZerstOrung der organischen Sub- 
stanzen durch Erhitzen mit konzentrierter H,SO, im Kjeldahl- 
Oxydationskolben) bestimmt. 0,4698 g der trockenen Substanz 
lieferten 0,033 Li,SO, = 0,0042 Li = 0,92°/o Li. Cl: Li fiir 
Chlorlithium berechnet = 5,071, gefunden = 5,84. Der ge- 
fundene, etwas gréfere Uberschu8 an Chloriden konnte durch 
wiederholte Bestimmungen und Analyse des benutzten Li,CO, 
nicht aufgeklirt werden. Gehalt des Praparates an Chlor- 
lithium berechnet zu 5,58°/o. 


II. Versuchsreihe, bei der Eiereiweifi als Ausgangsmaterial zur 
Verwendung kam. 

Zunichst wurden etwa 70 g feuchten, auskoagulierten und 
griindlich ausgewaschenen Eiereiweifes mit 1 1 kiinstlichen 
Magensaftes zur Verdauung angesetzt. Nach 30 Stunden war 
das Eiweif bis auf einige Hiautchen vollig gelést. Das Ver- 
dauungsgemisch wurde durch Leinwand koliert und in der 
Hitze mit CaCO, neutralisiert. Nach dem Abfiltrieren vom 
Neutralisationsniederschlage wurde die klare Fliissigkeit — unter 
wiederholtem Abfiltrieren von noch weiterhin ausgeschiedenem 
EiweiB — bis auf ein Volumen von etwa 50 ccm eingedamptt 
und mit dem etwa zehnfachen Volumen Alkoho! absolut. ge- 
fallt. Nach 24stiindigem Stehen unter Alkohol wurde der 
Niederschlag in genau dergleichen Weise, wie vorhin bei den 
Fibrinverdauungsprodukten beschrieben wurde, weiter verar- 
beitet. So wurde ein hellbraéunliches, staubfeines Pulver ge- 
wonnen, das sich schon in kaltem Wasser fast vollig, bei 
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leichtem Erwiirmen jedoch vollkommen klar ohne Rest liste. 
Die wiisserige Lisung gab positive Biuretreaktion, sowie Nieder- 
schliige auf Zusatz von HNO, -|- AgNO, und NH, -+- C,0,(NH,),. 
Eine (nach der angegebenen Methode) ausgefiihrte Chlorbestim- 
mung lieferte aus 0,4291 g trockener Substanz 0,1838 AgCl — 
0.0454 Cl = 10.58°/o Cl. Ferner ergaben 0,4385 g trockener 
Substanz 0,0367 CaO = 0,0262 Ca = 5,97°/o Ca. Relation 
Cl,:Ca_ fiir Chlorcalcium berechnet — 1,775, gefunden = 1,77, 
also befriedigende Ubereinstimmung. Gehalt des Priiparates 
an CaCl, = 16,57°/o. Um nun zu priifen, ob eine gleichmabige 
Durchfiihrung der priiparativen Methode auch annahernd kon- 
stante Resultate liefern wiirde, habe ich etwa 70 g eines anderen 
auskoagulierten Kiereiweifes als Ausgangsmaterial gewahlt und 
in dem genau gleichen Modo procedendi verarbeitet. Bei der 
Analyse des so gewonnenen Priiparates ergaben sich folgende 
Werte: 


Cl, 10,59 ° (bei dem ersten Préparat: 10,58 °/o) 
fa = d,91 ( » > » » 
Cl, 
— = 1,79 (> > 1.77) 
Ca 

(Cl, 
Ca berechnel fir Chlorcaleium == 1,775). 


Gehalt des Priparates an CaCl, = 16,4°/o (gegentiber 16,57°/» 
bei dem ersten Priparat). Man sieht also, dafs bei einer még- 
lichst gleichmiéfigen Ausfiihrung der Methode auch bei einem 
Ausgangsmaterial von gleicher Zusammensetzung, aber ver- 
schiedener Provenienz anniihernd konstante Produkte gewonnen 
werden kOnnen. 

Ks war nun weiter von Interesse — besonders auch fiir 
die Auffassung der Bindungsweise des Ca und Cl an die Ei- 
weibkorper —, festzustellen, ob den aus den Verdauungspro- 
dukten des Eiereiweibes dargestellten « Verbindungen» das Chlor 
und Calcium durch entsprechende Behandlung mit Alkohol 
ganz oder teilweise entzogen werden kénnen. Zu diesem Be- 
hufe wurde das erste der beiden (oben beschriebenen) Prii- 
parate in Wasser geldést. Die L6sung wurde auf dem Wasser- 
bade bis auf etwa 50 cem eingeengt und mit dem etwa zehn- 
fachen Volumen Alkohol absolut. gefallt. Nach 48 stiindigem 
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Stehen unter Alkohol wurde der abfiltrierte Niederschlag mit 
heifBem Alkohol so lange ausgewaschen, bis die durch HNO, 
-. AgNO, in Proben des Waschalkohols erzeugten Triibungen 
anscheinend konstant blieben. Der (mit Ather nachgewaschene) 
Niederschlag stellte nach dem Trocknen ein weifliches, staub- 
feines Pulver dar, das in bezug auf Wasserléslichkeit und sein Praparat V. 
Verhalten zu den Reagenzien vollkommen den beiden (schon 
beschriebenen) aus Eiereiweif gewonnenen Praparaten  glich. 
0.3701 g der trockenen Substanz ergaben 0,13035 AgCl — 
0,0322 Cl = 8,7°/o Cl. 0,379 g der trockenen Substanz liefer- 
ten 0,0242 CaO = 0,0172 Ca = 4,54°/o Ca. Relation Cl, : Ca 
fiir Chlorecalecium berechnet: 1,775, gefunden: 1,91. Gehalt des 
Priiparates an CaCl, = 12,59°/o. Der CaCl,-Gehalt des ersten 
KiereiweiBpraiparates war also durch nochmalige Fillung seiner 
wiisserigen Loésung mit Alkohol von 16,57°/o bis auf 12,59°/o 
herabgesetzt worden. Um nun diese MOglichkeit, den darge- 
stellten «CaCl,-Verbindungen» das CaCl, entziehen zu konnen, 
weiterhin zu studieren, wurde das zweite (CaCl,-irmere) Prii- 
parat abermals in Wasser gelést. Die fast bis zur Trockene 
eingeengte Losung wurde dann auf dem Wasserbade mit 
9)sigem Alkohol mehrere Male ausgekocht. Wurden die ab- 
filtrierten alkoholischen Ausziige eingedampft, so zeigten die 
Losungen der Riickstiinde in Wasser starke Triibungen auf 
Zusatz von HNO, + AgNO, und NH, -+- C€,0,(NH,),. Die mit 
Alkohol wiederholt ausgekochte Substanz wurde, nach 24 sttin- 
digem Stehen unter Alkohol, von diesem abfiltriert und so lange 
mit Alkohol absolut. nachgewaschen, bis Proben des Wasch- 
alkohols auf Zusatz von HNO, +- AgNO, nur noch ganz leichte, 
hauchartige Triibungen zeigten. Die auf dem Filter bleibende 
Substanz priisentierte sich nach dem Nachwaschen mit Ather 
und Trocknen als staubfeines, hellbriéunliches Pulver, dessen P™parst 
wiasserige LOsung noch deutliche Biuretreaktion, jedoch nur 
geringe Triibungen auf Zusatz von HNO, -+- AgNO, und NH, 
-+ C,0,(NH,), zeigte. Die Analyse dieses Priiparates ergab 
einen Chlorgehalt von 5,93°/o und einen Calciumgehalt von 
3,06°/o. Relation Cl, : Ca fiir Chlorcalcium berechnet = 1,775, 
gefunden: 1,93. Chlorcalciumgehalt des Praparates 8,49°/o. 
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Es war also moglich gewesen, den Chlorcalciumgehalt des 
zweiten Priparates durch entsprechende Behandlung mit Al- 
kohol noch weiter um 4,19/o zu vermindern. 

Um nun das Verhalten des SrCl, zu den Verdauungs- 
produkten des Eiereiweifes mit seinem {schon beschriebenen) 
Verhalten zu den Albumosen und Peptonen des Fibrins ver- 


gleichen zu kénnen, wurde — genau nach Analogie des vor- 
hin fiir das CaCl,-Priparat erérterten Verfahrens -— durch 


peptische Verdauung von auskoaguliertem Fiereiweif und nach- 
folgender Neutralisation mit SrCO, sowie anschlieBender Be- 
handlung mit Alkohol als Endprodukt ein staubfeines, weifes 
Pulver mit den gleichen, schon bei dem Fibrinpraparat be- 
sprochenen Eigenschaften und Reaktionen gewonnen. 0,4319 g 
der trockenen Substanz ergaben 0,17895 AgCl = 0,0443 Cl 
= 10,26 °%/o Cl. 0,4246 g der trockenen Substanz lieferten 
0,07645 SrCO, = 0,0452 Sr = 10,64°/o Sr. Relation Cl, : Sr 
fiir Chlorstrontium berechnet: 0,816, gefunden: 0,96. Gehalt 
des Priiparates an SrCl, = 19,29°/o. 

Hatte es sich bei den bisher untersuchten Eiweibkorpern 
entsprechend der kurzen (36- bis héchstens 72 stiindigen) Di- 
gestionsdauer wohl meist um der Gruppe der Albumosen an- 
gehorende Verdauungsprodukte gehandelt, so lag doch die 
Moglichkeit vor, daf die Produkte eines weitergehenden pep- 
tischen Eiweifabbaus in ihrem Verhalten zu den Haloidsalzen 
der Alkalien und Erdalkalimetalle nicht unwesentliche Ver- 
schiedenheiten aufweisen kénnten. Um diese Frage zu beant- 
worten, wurde auskoaguliertes Eiereiweif mit kiinstlichem Ma- 
gensaft 14 Tage hindurch bei 40° digeriert. Es sei ausdriick- 
lich hervorgehoben, dali wiihrend und am Schlusse der Di- 
gestionsperiode keinerlei Zeichen der Fiiulnis oder Schimmel- 
bildung beobachtet wurden, obwohl von dem Zusatz konser- 
vierender Mittel abgesehen worden war. Am Ende der 14tiigigen 
Digestionszeit zeigte die Verdauungslésung starke Biuretreak- 
tion und auf Zusatz von NaCl -+- CH,COOH nur eine ganz 
leichte diffuse Triibung. Die filtrierte Lésung wurde mit CaCQ, 
und (nach dem Filtrieren und Eindampfen) nach dem schon 
mehrfach erdrterten Verfahren mit Alkohol behandelt. Es re- 
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sultierte schlieBlich ein trockenes, feines, weilies Pulver, das ae 


sich leicht und vdollig klar in kaltem Wasser liste. Die Lésung 
zeigte Biuretreaktion sowie Niederschlage auf Zusatz von HNO, 
+ AgNO, und NH, + C,0,(NH,),. 0,4384 g der trockenen 
Substanz lieferten 0,19865 AgCl = 0,0491 Cl = 11,19°/o CI. 
0,4368 g der trockenen Substanz ergaben 0,03785 CaO = 
0,02702 Ca = 6,18°/o Ca. Relation Cl, : Ca fiir CaCl, berech- 
net = 1,775, gefunden = 1,81. Gehalt des Priparates an 


Chlorealeium = 17,15°/o. 


II]. Versuchsreihe, bei der Wittepepton als Ausgangsmaterial zur 
Verwendung kam. 


Benutzt wurde fiir die folgenden Versuche ein von Kahl- 
baum bezogenes Pepton «Witte». Eine an diesem Material 
ausgefiihrte Aschenbestimmung ergab 2,45°/o (berechnet auf 
die trockene Substanz). 

Etwa 10 g Pepton «Witte» wurden (unter Erwarmen 
auf dem Dampfbade) in Wasser gelést. Nachdem zu der Lésung 
etwa 2 g reinsten Chlorcalciums gegeben worden waren, wurde 
die noch triibe Fliissigkeit filtriert und dann bis auf ein kleines 
Volumen eingeengt. Die klare, sirupése Fliissigkeit wurde mit 
dem etwa zehnfachen Volumen Alkohol absolut. gefallt. Der 
Niederschlag wurde (nach 24stiindigem Stehen unter Alkohol) 
mit heifem Alkohol so lange ausgewaschen, bis die durch 
HNO, + AgNO, in abfiltrierten Proben des Waschalkohols er- 
zeugten Tribungen konstant blieben. Der (mehrere Male mit 
Ather nachgewaschene und getrocknete) Niederschlag stellte 
ein staubfeines, weifes, sich leicht klebrig anfiihlendes Pulver 
dar, das sich schnell und vollig klar in kaltem Wasser léste. 
Die Lésung zeigte starke Biuretreaktion sowie Niederschlige 
auf Zusatz von HNO, +- AgNO, und NH, +- C,0,(NH,),. 

0,4286 g des trockenen Priparates ergaben 0,15775 Ag(Cl 
= 0,039 Cl = 9,09°/o Cl. 0,4282 g des trockenen Priparates 
lieferten 0,02955 CaO = 0,02109 Ca = 4,93°/o Ca. 

Relation Cl, : Ca fiir Chlorcalcium berechnet = 1,775, ge- 
funden= 1,84. Gehalt des PriparatesanChlorcalcium = 13,68 °/0. 

Genau nach der gleichen Methode wurden ferner unter 
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Benutzung von Wittepepton als Ausgangsmaterial, jedoch mit 

aparete Verwendung von Calciumbromid und Calciumjodid zwei Prapa- 
rate dargestellt, die sich in bezug auf auBere Beschaffenheit, 
Wasserléslichkeit und Reaktionen ganz analog dem Wittepep- 
ton = Chlorcalciumpréparat verhielten. . 

Eine bei Praéparat X (durch Schmelzen mit Salpeter- 
mischung) ausgeftihrte Br-Bestimmung ergab 15,08°/o Br. 0,4376 g 
der trockenen Substanz lieferten 0,1552 AgBr = 0,066 Br 
= 15,08°/o. Die an demselben Priiparat ausgefiihrte Ca-Be- 
stimmung ergab 3,75°/o Ca. 0,4341 g der trockenen Substanz 
lieferten 0,0229 CaO = 0,0163 Ca = 3,75°/o. Relation Br, : 
Ca fiir Calciumbromid berechnet = 4,0, gefunden = 4,02. Ge- 
halt des Priparates an CaBr, = 18,75 %o. 

Mehrere bei Praparat XI vorgenommene Ca-Bestimmungen 
ergaben einen Mittelwert von 2,9°/o Ca. Die an dem gleichen | 
Priparat ausgefiihrten Jodbestimmungen lieferten jedoch inso- 
fern keine befriedigenden Resultate, als die (nach verschiedenen 
Methoden, u. a. auch nach der «Kalkmethode» und nach der ; 
Cariusschen Methode) gefundenen Zahlen stets hinter den ‘ 
(fiir CaJ,) berechneten Jodwerten betrachtlich, in einzelnen | 
Analysen sogar um mehrere Prozente zuriickblieben. Eine Er- 
klarung fiir dieses, von allen anderen hier ausgefiihrten Be- 
stimmungen abweichende Verhalten diirfte vielleicht darin ge- 
funden werden, da schon bei der Darstellung des Praparates 
eine Zersetzung unter Dissoziation des CaJ, und Abspaltung 
freien Jods eintrat. Der (auf Grund der Ca-Bestimmungen be- 
rechnete) Gehalt des Praparates wiirde 21,3°/o CaJ, betragen. 


IV. Versuch, bei dem Gelatine als Ausgangsmaterial zur 
Verwendung kam. 


50 g Gelatine «Golddruck» (Kahlbaum) wurden in 1 | 
kalten Wassers eingeweicht und dann auf dem Dampfbade ge- 
list. Die Lésung wurde allmahlich mit einer Aufldsung von 
10 g Chlorcalcium in 100 cem Wasser versetzt, bis auf ein Vo- 
lumen von etwa 250 ccm eingeengt und dann in diinnem Strahl 
‘in 11 Alkohol absolut. eingegossen. Die Fiallung wurde, nach- 
dem der iiberstehende wasserige Alkohol nach 24 Stunden de- 
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kantiert worden war, nochmals mit Alkohol absolut. verrieben 
und (nach 24stiindigem Stehen unter Alkohol) auf dem Wasser- 
bade getrocknet, gepulvert und schlieBlich mit heibem Alkoho! 
so lange ausgewaschen, bis die in abfiltrierten Proben des 
Waschalkohols durch HNO, -+ AgNO, erzeugten Triibungen 
konstant blieben. Nach dem Nachwaschen mit Ather und Trock- 
nen prasentiert sich der Niederschlag als ein feines, trockenes, 
weifes Pulver, das in kaltem Wasser keine Lisung, jedoch 
Quellung zur Gallerte zeigte und sich beim Erwiirmen sofort 
klar léste. Die Lésung wurde durch Gerbsiiurelésung gefiillt 
und zeigte Niederschliige auf Zusatz von HNO, -/- AgNO, und 
NH, + C,0,(NH,),. 

0,5167 g der trockenen Substanz ergaben 0,1728 AgCl 
= (),0428 Cl = 8,28°/o Cl. 0,615 g der trockenen Substanz 
lieferten 0,0421 CaO — 0,03006 Ca = 4,89°/o Ca. Relation 
Cl, : Ca fiir CaCl, berechnet = 1,775, gefunden = 1,69. Im 
Gegensatz zu allen bisher beschriebenen Priparaten, bei denen 
die Relation Cl, : Ca den fiir Chlorcalcium berechneten Quo- 
tienten tibertraf, wurde hier fiir den Ca-Gehalt ein gréBerer 
Wert, als dem fiir CaCl, berechneten entsprechen wiirde, ge- 
funden — ein Verhalten, das vielleicht durch die z. T. aus Cal- 
ciumsalzen bestehenden Aschenbestandteile der verwendeten Ge- 
latine erklart werden kénnte. Gehalt des Priparates an Chlor- 
calcium = 13,57°/o. (Hier folgt die Tabelle der nachsten Seite.) 

Will man nun die hier gewonnenen experimentellen Daten 
kurz zusammenfassen, so lassen sich als wesentliche Punkte 
die folgenden hervorheben: 

1. Gewisse alkohollésliche anorganische Haloidsalze (wie 
CaCl,, CaBr,, CaJ,, SrCl,, LiCl), die sich zugleich mit gewissen 
EiweiBkérpern (wie den Verdauungsprodukten des Fibrins und 
Eiereiweibes, dem Wittepepton, der Gelatine) in wiisseriger 
Losung befinden, werden durch Alkohol zusammen mit den 
betreffenden KEiweiBkérpern in einem bestimmten Verhiltnis 
ihrer Menge gefillt. 

2. Aus diesen Niederschligen lassen sich die Haloidsalze 
durch Auswaschen mit Alkohol nur sehr schwer und wohl kaum 
vollstindig entfernen, auch nicht durch erneute Liésung der 
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Tabellarische Ubersicht der dargestellten Praparate. 


Num- Halogen- | Gehalt an Relation _ [Gehalt an 
Erdalkali| Halogen: Erdkali bezw. Alkali- | Haloid- 
Priipa- usw. metall salz 
rates berechnet gefunden 
I 9,85 Cl] 5,22 Ca [Cl,:Ca = 1,775, Cl,:Ca = 1,89] 14,48 
947 » | 9,53 Sr [Cl,:Sr = 0,816 Cl,:Sr = 0,99] 17,28 
5,37 » | 0,92 Li [Cl :Li = 5,071; Cl :Li = 5,84 5,58 
IV 10,58 » | 5,97 Ca ICl,:Ca = 1,775|Cl,:Ca = 1,77] 16,57 
IVa | 10,59 » | 5,91 » >» = 1,775 >» = 1,79] 16,40 
V 8,7 » | 4,54 > >» == 1,775 > = 1,91] 12,59 
VI 5,93 » | 3,06 > > = 1,775 > = 18 8,49 
Vil 10,26 » | 10,64 Sr [Cl,:Sr = 0,816 Cl,:Sr = 0,96] 19,29 
VIII 11,19 » | 6,18 Ca [Cl,:Ca = 1,775, Cl,:Ca = 1,81] 17,15 
IX 9,09 >» | 4,93 » 2 = 1,776 >» == 1,84] 13,68 
X 15,08 Br} 3,75 » |Br,:Ca = 4,0 | Br,:Ca = 4,02] 18,75 
X] 2,90 » WJ, :Ca = 6,35 21,31 
XII 8,28 Cl] 4,89 >» [Cl,:Ca = 1,775) Cl,:Ca = 1,69} 13,57 


Niederschliige in Wasser und wiederholte Fallung dieser L6- 
sungen. 

3. Die Niederschliige stellen (nach griindlichem Auswaschen 
mit Alkohol und Trocknen) weife bezw. hellbraunliche, staub- 
feine, leicht klebrig anzufiihlende Pulver dar, die sich (mit Aus- 
nahme des aus Gelatine dargestellten Priparates) in kaltem 
bezw. leicht erwirmtem Wasser schnell und vollkommen klar 
lisen. In diesen Lésungen lassen sich die betreffenden Haloid- 
salze direkt durch die typischen Reaktionen ihrer Anionen und 
Kationen nachweisen. | 

4. Die Niederschlage’) enthalten die Anionen und Kationen 
der einzelnen Haloidsalze in Mengenverhiltnissen, wie sie der 
gegenseitigen Relation der betreffenden Elemente in der ur- 
spriinglich verwendeten Verbindung annahernd entsprechen, 
also z. B. Cl und Ca in dem annihernd gleichen Verhiltnis 
wie im Chlorealcium. 


!) Hier besteht vielleicht eine Ausnahme fiir das Priaparat XI hin- 
sichtlich des Gehaltes an Ca und J. 
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3. Den absoluten Zahlen, die den Prozentgehalt der Nieder- 
schliige an Haloidsalz wiedergeben, ist schon deshalb kein be- 
stimmender Wert beizulegen, weil einerseits der schlieBlich er- 
mittelte Gehalt an alkoholloslichen anorganischen Verbindungen 
ganz von der Dauer und Intensitét der Auswaschprozedur ab- 
hiingen mub, anderseits der Endpunkt des Auswaschens mehr 
oder weniger willkiirlich angenommen werden mubte. Immerhin 
hat sich gezeigt, dab bei mdglichst gleichmifiger Durchfiihrung 
der Praparationsmethode die aus dem gleichen Material ge- 
wonnenen Endprodukte in bezug auf den Prozentgehalt an 
Haloidverbindung nur geringe Differenzen (von 0,17°/o) auf- 
weisen. Wenn man nun diese ziemlich befriedigende Uber- 
einstimmung als keine ganz zufallige betrachten will, so labt sich 
iiber den Prozentgehalt der Niederschlige an entsprechender 
Haloidverbindung (unter Beriicksichtigung der Molekulargewichte 
der betreffenden Salze) aussagen, da alle untersuchten Eiweil- 
kérper von Chlorcalcium gréBere Mengen zu «binden» vermégen 
als von CaBr,, CaJ, oder SrCl,, da& ferner die aus Eiereiweil- 
verdauung gewonnenen Priiparate ceteris paribus einen etwas 
hdheren Gehalt an CaCl, und SrCl, aufweisen als die ent- 
sprechenden durch Fibrinverdauung dargestellten Korper, dal 
schlieflich die unter Verwendung von Wittepepton und Gelatine 
hergesteliten Praparate den niedrigsten Chlorcalciumgehalt zeigen. 

Suchen wir nun die naheliegende Frage nach der Art der 
«Bindung» der einzelnen Haloidsalze an die betreffenden Eiweif- 
korper zu beantworten, so miissen wir uns zuniichst vergegen- 
wartigen, dah Kossel (und auch F. Hoppe-Seyler) fiir die 
Annahme einer «chemischen» Bindung folgende Argumente an- 
fiihren konnten: Einmal miisse ein in Alkohol so leicht lésliches 
Salz wie Chlorcalcium sich in «chemischer Verbindung» be- 
finden, wenn es durch Alkohol mit den EiweifSkérpern gefiillt 
werde: dann aber enthieiten die Aschen der betreffenden Prii- 
parate Cl und Ca in einem Verhiltnis, das auch nicht an- 
nihernd der Forme! CaCl, entspriche. Dem letzten Argumente 
kann nun hier keine Beweiskraft zugesprochen werden, da es 
wenigstens fiir die in der vorliegenden Arbeit beschriebenen 
Priiparate nicht zutrifft; denn diese enthalten die Anionen und 
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Kationen der einzelnen Haloidsalze in Mengenverhialtnissen, die 
mit der gegenseitigen Relation der Elemente in der entspre- 
chenden Verbindung annihernd tibereinstimmen. Daf aber auch 
die (hier immer bestatigte) Beobachtung der gleichzeitigen Fallung 
der Haloidsalze mit den EiweiBk6rpern jedenfalls kaum fiir die 
Annahme einer festen intramolekularen «chemischen» Bindung 
verwertet werden kann, dafiir spricht schon das Verhalten der 
wisserigen Losungen aller Priparate. Konnten doch in diesen 
Losungen die entsprechenden Salze durch die charakteristischen 
Reaktionen ihrer Anionen und Kationen stets direkt und ohne 
vorhergehende Veraschung nachgewiesen werden. 

Wenn also die Annahme einer «chemischen Bindung» hier 
wohl zuriicktreten mu8, so wird man zur Erklarung der vor- 
liegenden Beobachtung gewisse Adsorptionsphinomene heran- 
ziehen kénnen. Daf alle Kolloide und im allgemeinen alle 
amorphen Substanzen ein gréBeres oder geringeres Adsorptions- 
vermogen fiir krystalloide Stoffe besitzen, ist ja eine lingst be- 
kannte Tatsache. Nach van Bemmelen!) ist nun die Adsorption 
von krystalloiden Substanzen abhangig: 1. von der Art und 
dem Bau des Kolloids, 2. von der Art des L6sungsmittels, 
3. von der Art des geldsten Stoffes, 4. von dem Zustand der 
Molekiile (lonisation) des gelésten Stoffes, 5. von der Tem- 
peratur. Zum Verstandnis der Adsorptionsphinomene, die 
bei den hier vorliegenden Beoabachtungen in Betracht kommen 
kOnnen, sei noch auf die Untersuchungen Spiros?) hingewiesen. 
Spiro verwendete Lésungen von kolloidalem Eisenoxyd, das 
wohl in Wasser, jedoch nicht in Methylalkohol léslich ist. Als 
Fiillungsmittel fiir das kolloidale Eisenoxyd benutzte er Chlor- 
calcium in wisseriger Lésung. Spiro glaubt nun, die in diesem 
System auftretenden Fallungen durch die Annahme von Losungs- 
vorgiingen erkléren zu kénnen und zwar derart, daB das CaCl, 
sich in Methylalkohol ebenso gut wie in Wasser, das Eisen- 
oxyd dagegen nur in Wasser, jedoch nicht im Alkohol verteile. 


') van Bemmelen, Die Absorption von Stoffen aus Lésungen. 
Zeitschrift f. anorg. Chem., Bd. XXIII, S. 321, 1900. 

*) K. Spiro, Die Fallung von Kolloiden. Hofmeisters Beitrage, 
Bd. IV, 300 ff., 1904. 
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Allerdings diirfen die fiir die Adsorption durch anorganische 
Kolloide geltenden Bedingungen nicht ohne weitere Einschrankung 
auf die bei organischen Kolloiden (Eiweifkérpern) sich ab- 
spielenden Adsorptionsvorginge tibertragen werden. Denn, wie 
H. Freundlich!) durch umfangreiche Untersuchungen fest- 
stellen konnte, werden durch Kohle (Meroks «Blutkohle») an- 
organische Salze und Sauren in wiasseriger Lésung sehr schwach 
adsorbiert,?) wobei organische Lésungsmittel wie Alkohol usw. 
die Adsorptionsvorgange tberhaupt nicht zu begiinstigen scheinen, 
ganz im Gegensatz zu den hier vorliegenden Versuchen, die zu 
Adsorptionsverbindungen mit einem Gehalt bis zu 17°/o CaCl,, 
18°/o CaBr, usw. fiihrten. Freundlich’) betont denn auch 
selbst die erheblichen Verschiedenheiten zwischen den Adsorp- 
tionswirkungen der Kohle und der kolloidal aufgeschwemmten 
Eiweiik6rper, die besonders ihrer groBen Oberflache ihre stérkere 
Adsorptionskraft verdanken. Freundlich sucht die Adsorptions- 
erscheinungen auf eine Anderung der Oberflichenspannung <fest- 
fliissig» zurtickzufiihren und zieht zur Erklérung den Satz heran, 
dafi Stoffe, welche die Oberflachenspannung erniedrigen, adsor- 
biert werden miissen. Ahnliche theoretische Anschauungen 
vertritt auch Wolfgang Ostwald,*) der das «Festhalten» bei 
der Adsorption dadurch zu erkliren versucht, dafi eine «innige 
Berithrung der gelésten Phase mit der adsorbierenden vor sich 
geht», daB «eine Verkleinerung der Oberfliche: geléste Phase — 
Dispersionsmittel und die Entstehung einer neuen Beriihrungs- 
flache: adsorbierende Phase — disperse Phase» stattfindet. 


1) H. Freundlich, Uber d. Adsorption in Lésungen. Zeitschrift 
f. physikal. Chem., Bd. LVII, H. 4, 1906. 

*) Vgl. auch die neuesten Untersuchungen von Higglund, Diese 
Zeitschrift, Bd. LXIV, 1910. 

5) Freundlich, |. ¢. 

*) Wolfg. Ostwald in Oppenheimers Handb. d. Biochemie, 
Bd. I, S. 910 ff. 
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Serologische Studien mit Hilfe der <optischen Methode>. 


X. Mitteilung. 


Von 
Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn. 


Mit 37 Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, Marz 1910.) 


In friiheren Mitteilungen ist bereits darauf hingewiesen 
worden, die Médglichkeit besteht, den Stoffwechsel be- 
stimmter Zellarten mit Hilfe von optisch-aktiven Polypeptiden 
zu verfolgen und zu charakterisieren. Verwenden wir syn- 
thetisch dargestellte Polypeptide, d. h. Verbindungen, tiber deren 
Struktur wir genau orientiert sind, dann sind wir in der Lage, 
die Art des Abbaus durch bestimmte Fermente genau festzu- 
stellen. Wir hoffen, mit derartigen Untersuchungen einen Beitrag 
zur Kenntnis der Stoffwechselvorgiinge und der Eigenart be- 
stimmter Gewebe und namentlich von einzemen Zellen — 
Mikroorganismen -— liefern zu kénnen. Es ist wohl mdglich, 
daf die Art des Abbaus bestimmter Polypeptide fiir jede einzelne 
Bakterienart eine typische ist, und es wird nur eine Frage der 
Zeit sein, unter der groben Anzahl von méglichen Kombinationen 
von Aminosiiuren stets die fiir den einzelnen Versuch geeigneten 
herauszufinden. All diese Fragestellungen lassen sich mit Hilfe 
der optischen Methode in Angriff nehmen. Wir haben eine 
grobere Reihe von Versuchen bereits begonnen und vorlaufig 
an Stelle von Polypeptiden bekannter Struktur Peptone und 
Proteine verwendet. Wir betonen ausdriicklich, daf wir die 
Verwendung dieser Produkte nur als Notbehelf betrachten. Wir 
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kénnen zwar typische Anderungen in der Drehungsrichtung von 
Gemischen dieser KOrper mit Fermenten beobachten und ver- 
folgen, wir sind jedoch nicht in der Lage, uns genauen Auf- 
schlu8 iiber die Art der eintretenden Anderungen zu geben. 
Wir k6nnen nur vermuten, daf es sich um einen Abbau handelt, 
weil wir ihnliche Anderungen des Drehungsvermigens auch 
mit Pankreassaft, Hefeprefisaft usw. herbeifiihren kinnen. Wir 
diirfen alle derartigen Versuche erst dann als eindeutig be- 
trachten, wenn es uns gelingt, Abbaustufen zu isolieren und 
zu charakterisieren. Gerade bei Bakterien ist die Moglichkeit 
nicht ausgeschlossen, dafi mit der Hydrolyse noch ein ander- 
weitiger Abbau einsetzt, und so Stoffwechselvorgiinge zur Be- 
obachtung kommen, die eingehenderer Natur sind. Auch hier 
wird erst die Verwendung optisch-aktiver Polypeptide uns einen 
klaren Einblick geben. Es seien diese Bemerkungen mit einem 
Beispiel belegt. 

Gehen wir von einem bekannten Polypeptid aus, z. B. von 
dem Tripeptid d-Alanyl-glycyl-glycin, so wissen wir genau, 
welche Abbaustufen bei einer reinen Hydrolyse entstehen kénnen. 
Es sind als letzte Endprodukte nur die Bausteine méglich und 
als Zwischenprodukte die Dipeptide d-Alanyl-glycin und Glycyl- 
giycin. Wir sind in der Lage, die Art des Abbaus aus der 
Art der Anderung des urspriinglichen Drehungsvermégens zu 
folgern und kénnen auferdem jederzeit die Hydrolyse abbrechen 
und durch Isolierung der Spaltprodukte unsere Schliisse er- 
hirten. Finden wir, bei Verwendung einer bestimmten 
Zellart das Drehungsvermégen in ganz unerwarteter Weise an- 
steigt oder abfiillt, dann ist der Schluf naheliegend, neben 
dem hydrolytischen Abbau noch andere Prozesse einhergehen. 
Auch hier kénnen die rein chemischen Methoden direkt eingreifen. 

Wir haben eine sehr grofe Reihe von Versuchen mit Rotz- 
bacillen angestellt, und zwar in mehrfacher Richtung. Einmal 
interessierte uns die Frage, ob rotzkranke Tiere in ihrem Plasma 
resp. Serum Fermente besitzen, die Peptone abbauen. Das ist 
in der Regel nicht der Fall. Dieses Ergebnis schlof die Még- 
lichkeit nicht aus, dali Fermente vorhanden sind, die auf 
Bestandteile der Rotzbacillenleiber eingestellt sind. Wir ver- 
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suchten zuerst durch Extraktion aus Rotzbacillen Bestandteile 
zu gewinnen, auf die wir dann Serum resp. Plasma von nor- 
malen und kranken Tieren einwirken lassen konnten. Wir 
schiittelten Rotzbacillen, nachdem sie in der Kugelmiihle zer- 
triimmert worden waren, mit physiologischer Kochsalzlosung 
und auch mit Serum von normalen Pferden. Es gelang uns 
nicht, wirksame Extrakte zu erhalten. Wir haben nun be- 
gonnen, durch Einwirkenlassen von 70 °/oiger Schwefelsiure 
auf die Bakterienleiber Produkte darzustellen, die in Wasser 
loslich und optisch-aktiv sind. Wir hoffen, iiber die Resultate 
dieser Untersuchungen bald berichten zu k6nnen. 

Ein weiteres Problem, das wir in Angriff genommen haben, 
ist die Frage, ob es moglich ist, mit Hilfe der optischen Me- 
thode Toxin und das dazugehorige Antitoxin mit Umgehung des 
Tierversuches aufeinander einzustellen. Wir priiften zunachst 
Toxin und Antitoxin fiir sich. Es zeigte sich keine Anderung 
im urspriinglichen Drehungsvermégen. Nun lieSfen wir Toxin 
und Antitoxin auf Peptone einwirken. Es zeigte sich, dafi eine 
deutliche Anderung des urspriinglichen Drehungsvermégens 
eintrat. Die Toxine und in vielen Fillen auch die Antitoxine 
bauten offenbar das zugesetzte Pepton ab. Auch EiweiBSlésungen 
wurden angegriffen. Wurden Diphtherietoxin und -antitoxin ge- 
mischt, dann war bei bestimmter Konzentration keine Wirkung 
mehr erkennbar. Weitere Versuche miissen ergeben, ob eine 
bestimmte Grenze existiert, bei der die Wirkung von Toxin und 
Antitoxin aufgehoben wird. Wir haben auch aus Diphtherie- 
bacillen ein Pepton gewonnen und mit diesem Versuche an- 
gestellt. Die erhaltenen Resultate sind aus den unten mitge- 
teilten Versuchen zu ersehen. Erwahnt seien noch Versuche 
mit Antistreptococcenserum (Hochst), Tuberkulin (Hochst), Ricin 
und Cobragift. In allen Fallen lief sich ein deutlicher Einfluf 
auf das urspriingliche Drehungsvermégen der angewandten Pep- 
tone feststellen. 

Diese Beobachtungen lassen mancherlei Ausblicke zu, die 
allerdings erst dann eine sichere Grundlage erhalten, wenn 
wir in der Lage sein werden, alle Versuche mit optisch-aktiven 
Polypeptiden zu wiederholen und die Resultate der optischen 
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Methode mit rein chemischen Methoden zu kontrollieren. Der 
Befund, da verschiedenartige Toxine imstande sind, Pro- 
teine und Peptone anzugreifen und zu verindern, lenkt unsere 
Aufmerksamkeit auf die entstehenden Produkte und auf deren 
Bedeutung fiir den infizierten Organismus hin. Wie an anderer 
Stelle!) schon betont worden ist, diirfen wir bei den Fragen der 
Infektion und der Immunisierung nicht nur die Mikroorganismen 
und ihre Sekrete fiir sich betrachten und den infizierten Or- 
ganismus nur vom Standpunkte der Abwehr. Die mit den 
Mikroorganismen dem Korper zugefiihrten mannigfachen Stoffe 
fihren zu Veridnderungen in den Zellsubstanzen des Wirtes 
selbst. Es ist wohl méglich, daB die z. B. unter der Kinwirkung 
der Fermente der Mikroorganismen entstehenden Stoffe — 
Abbaustufen — fiir den Organismus ihrer ganzen Natur nach 
Fremdstoffe sind und schadlich wirken. Wir kénnen uns die 
Bakterien mit ihrem ganzen Stoffwechsel eingefiigt denken in den 
iibrigen Zellstaat des Organismus. Wihrend die Zellen der 
normalen Gewebe in all ihren Prozessen gemeinsame Ziige 
zeigen und einander in den mannigfachen Prozessen des Stoff- 
wechsels unterstiitzen, besitzen die kérperfremden Zellen ihren 
eigenen Stoffwechsel. Sie besitzen einen ganz andersartigen 
Bau und liefern ganz eigenartig wirkende Fermente. Die Stoff- 
wechselzwischenprodukte sind andersartige. Die iibrigen K6érper- 
zellen kénnen diese Produkte nicht weiter verarbeiten. Sie 
sind ihnen zunachst fremd. Es miissen erst Stoffe gegen sie 
mobil gemacht werden, die normalerweise nicht vorhanden 
sind. Es ist wohl mdglich, daf solche eigenartigen Abbau- 
stufen, die dem Stoffwechsel der k6érperfremden Zellen ent- 
stammen, in andere Zellen eindringen und an ihrem Aufbau 
teiinehmen und so diesen Zellen eine bestimmte Eigenart auf- 
zwingen, die wiederum in deren Stoffwechsel zum Ausdruck 
kommt.?) Wir kénnen sehr wohl die Bakterien mit ihrem Stoff- 
wechsel in Parallele stellen mit der parenteralen Zufuhr von 


*) Emil Abderhalden, Die Anwendung der «optischen Methode» 
auf dem Gebiete der Immunitatsforschung. Mediz. Klinik, Nr. 41, 1909. 

*) Vgl. hierzu Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie. 
1. u. 2. Aufl., Kapitel Ausblicke. 
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Stoffen. Auch hier fehlt die typische Umprigung im Magen- 
Darmkanal. Auch die Zellen der malignen Tumoren sind unter 
diesem Gesichtspunkte zu betrachten. Das Wichtigste ist stets, 
da atypische, nicht kérpereigen gemachte Stoffe — atypische 
Stoffwechselprodukte, atypische Abbaustufen und eigenartige 
Korperbestandteile beim Zerfall derartiger Zellen — in den 
allgemeinen Kreislauf gelangen, und ferner kénnen Fermente, 
die in diesen Zellarten den atypischen Abbau bewirken, in 
den Kreislauf gelangen und an den verschiedensten Stellen im 
Organismus gleichfalls den fiir die fremden Zellen eigenartigen 
Abbau durchfiihren. Diese Abbaustufen, die, wie nochmals 
betont sei, keine direkten Beziehungen zu den Bakterien selbst 
zu besitzen brauchen, kénnen das fiir den Organismus 
schadigende Moment darstellen. 


I. Versuche mit Diphtherietoxin und -antitoxin. 


Angewandt wurde Diphtherietoxin, Héchst, 4fach und 6 fach, 
sowie ein 2faches Diphtherietoxin des Siéchs. Serumwerkes 
Dresden. Das Diphtherieantitoxin stammte von Hochst, 400fach. 

Zur Herstellung des Diphtheriebacillenpeptons wurde die 
noch feuchte Masse von zum Teil lebenden Diphtheriebacillen 
mit der gleichen Menge 70°/oiger Schwefelsiure tibergossen 
und 3 Tage im Brutschrank belassen. Es wurde vom Riick- 
stand abfiltriert und aus der Losung die Schwefelsaéure mit Baryt 
quantitativ gefallt. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck 
bei 40° des Wasserbades bis fast zur Trockene eingeengt und 
der Riickstand tiber Schwefelsiiure im Vakuumexsikkator vollends 
getrocknet. 

Das Pepton gibt noch in ziemlich starken Verdiinnungen 
mit Diphtherietoxin sowie mit Antidiphtherieserum starke Nieder- 
schlige; mit Pferdeserum gemischt, gibt es keinen Niederschlag. 
Andere untersuchte Peptone gaben mit Diphtherietoxin und 
Antitoxin keine Niederschlige mit Ausnahme von Pepton aus 
Schweineborsten, das mit Diphtherietoxin einen Niederschlag gibt, 
wenn auch in geringerem Mafe wie das Pepton aus Diphtherie- 
bacillen. 
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i a) 1,0 ccm Diphtherietoxin 2 fach, c) 1,0 ccm Diphtherietoxin 2 fach, 
0,5 » Seidenpeptonlésung 10° ig, 05 » Caseinpeptonlésung 10°, ig, 
6,0 » Kochsalzlésung. 6,0 » Kochsalzlésung. 
: b) 1,0 com Diphtherietoxin 2 fach, d) 1,0 com Diphtherietoxin 2 fach, 
0,5 » Gelatinepeptonlésung 10°), ig, 05 » Edestinpeptonlisung 10°%/ig, 
6,0 » Kochsalzlésung. 6,0 » Kochsalzlosung. 


i a) 1,0 cem Diphtherietoxin 2 fach, b) 1,0 ccm Diphtherietoxin 2 fach, 
00 » Eieralbuminpeptonlosung 10°/ig, 6,5 » Kochsalzlésung. 
6,0 » Kochsalzlésung. 
a c) 0,1 cem Diphtherietoxin 2 fach, 
10 » Diphtheriepeptonlésung 0,5°/ ig, 
64 » Kochsalzlésung. 
Stunden Yo / tte 2 3 & § 6 F 8 22 


2,0 ecm Diphtherietoxin 4 fach, . 
0.5 » Hammelserum, | | | 
Suntan t 2 3 4» & 19 oF 
0.5 Diphtherietoxin ~ 0308 | | 
6fach, 
0.5 » Meerschwein- 
chenserum, | 


| | 
Sundean t 2 3 ¢ 8 6 20 2» 28 36 0 
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a) 0,5 ccm Diphtherietoxin, 
0,25 » Diptheriepepton 
1 ig, 


7,0 » Kochsalzloésung. 
b) 0,5 ccm Diphtherietoxin 
05 » Pferdeserum, a 
0,25 » Diphtheriepepton +a | im 
1 "/o ig, 


a) 0,5 ccm Diphtherietoxin 6 fach, b) 0,5 ccm Diphtherieserum (400 fach), 
0,5 » Diphtherieserum (400 mal) 0,25 » Diphtheriepeptonlosung 1°/ig, 
0,25 » Diphtheriepeptonlosung ig, 7,0 » Kochsalzlosung. 
6.5 Kochsalzlosung. 


| 
—Q30 
| 


3 ¢ 1 20 2% 26 39 


II]. Versuche mit Antistreptococcenserum. 


Angewandt wurde das Antistreptococcenserum, Hochst, 
nach Ruppel & Meyer. 


a) 1,0 ccm Antistreptococ- 
censerum, 
0.5 » Gelatinelésung 
1% ig, 
2,5 » Kochsalzlosung. 
b) 1,0 ccm Antistreptococ- 
censerum, 
» Pferdeserum, 
2,9 » Kochsalzlosung. 


a) 0,9 cem Antistreptococ- 
censerum, 
» Eieralbuminpep- 
tonlésung 10°%ig, 
5. » Kochsalzlosung. 
b) 0,5 com Pferdeserum, nor- 
mal, 
0.5 » Ejieralbuminpep- 
tonlésung 10°/,ig, 
» Kochsalzliésung. 2 3 5 6 


™ 


III. Versuche mit Tuberkulin. 


Angewandt wurde Tuberculinum Kochii der Farbwerke 
Hochst. 


| i] 
| 

piss | | | 
: _| 
Sunn} 2.3 4% 6 7 8 B 2 

9 1s @ 


a) 0,5 ccm Tuberkulin, 
0,5 » Seidenpepton- 
losung 10 ig, 
6.0 » Kochsalz- 
losung. 
b) 0,5 Tuberkulin, 
! 0,5 » Hammel- — 
serum, | 


| 
6,0 » Kochsalz- Stunden 30 60 90 120 150 180 210 240 300 360 420 680 


losung. 


a) 0,5 ecm Tuberkulin, 
0,5 » Gelatinepep- 
tonlosung 
10% ig, 
3,0 » Kochsalz- 
losung 
b) 0,5 com Tuberkulin, 
05 » Gelatine- 
3.0 » Kochsalz- 
lésung. Stunden 


| 

| { 


— 0407 


a) 0,5 cem Tuberkulin, 
0,5 » Eieralbuminpep- —430 
tonlosung 10°%ig, —~020 

3,0 » Kochsalzlosung. i 
b) 05ccm Tuberkulin, —+ --+ | | 

i? 


3,5 » Kochsalzlésung. | 
Stwnden 2 3 § 


Sr 


0,9 com Tuberkulin, 


0.50 » Pferdeserum, 
30 » Kochsalzlésung. 


IV. Versuche mit Pyocyanase. 


Wie der folgende Versuch zeigt, wird Seidenpepton nicht 
gespalten, dagegen veriindert Pferde- und Hammelserum sein 


Drehungsvermégen. 

Hund 22, 11600 g, erhialt am 31.1. 1 cem Pyocyanase 
subcutan. 3. II. Hund sehr matt, frit nicht. 5. II. 1 cem Pyo- 
cyanase subcutan. 7. IJ. Hund sehr krank. Blut entnommen: 
Serum 22b. Das Serum hemmt die Wirkung der Pyocyanase 


auf Hammelserum. Versuch 14. 
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ecm Pyocyanase, 020° 
T 


10°, ig, —GH | 
| 


» Kochsalzlosung. 
020 


b) com Pyocyanase, 
» Pferdeserum, 
3,8 » Kochsalzlosung, 


| | 
| 
& /2 1 20 22 


§ 


1) 09eem Pyocyanase 1:10 ~040° 
Kochsalzlésung) | 


» Hammelserum, 

5,7 » Kochsalzlésung. 
b) 0,5 ecem Pyocyanase 1:10, ~0,10'—— 

52 » Kochsalzlosung. 


V. Versuche mit Ricin. 


Angewandt wurde Ricin Merck. Die Lésung wurde so 
hergestellt, daB feingepulvertes Ricin mit physiologischer Koch- 
salzlésung gemischt wurde. Die Mischung kam dann 2 bis 
6 Stunden in den Brutschrank; vom etwaigen Riickstand wurde 
abfiltriert. Auer den optischen Versuchen wurden Dialyse- 
versuche ausgefiihrt. Die zu dialysierende Fliissigkeit kam in 
ein Siickchen aus Fischblase. Dialysiert wurde gegen destilliertes 
Wasser. Wurden 50 cem 5°/oiger Eiereiweiflésung mit 0,1 g 
Aicin gemischt und nach Uberschichtung mit Toluol 2 Tage 
im Brutschrank gegen destilliertes Wasser dialysiert, so zeigte 
die Aufenfliissigkeit starke Biuretreaktion. Kontrollen mit Eier- 
eiweiblésung oder Ricin allein ergaben ein negatives Resultat, 


selbst nach 16 Tagen.) 


-— 
q 
+ 
t 


— | 4 
a) 59 ecm Ricinlésung, 
10 » Pferdeserum. — 
b) 5,5 ecem Ricinlosung, 
10 » Hundeserum. 


‘Vegi. hierzu die Arbeiten von Martin Jacoby: Chemische Natur 
des Ricins. Archiv f. exper. Pathol. u. Pharm., Bd. XLVI, S. 28—40; 
Uber Ricinimmunitat, 1, Hofmeisters Beitrage, Bd. I, S. 51—82; IL, 


ebenda, Bd. II, S. 535—42. 
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a) 2,0 ccm Ricinlosung, 
0,5 » Gelatinepeptonlosung 
10 %/ig, 
4.5 » Kochsalzlosung. 
b) 1,0 ccm Ricinloésung, 
Pferdeserum, 
Kochsalzlosung. 


0,5 


20 » 


a) 3,5 ccm Ricinlosung, 
0,0 » Seidenpeptonlosung 
10 
b) 3,5 ccm Ricinlosung, 
0,5 » Edestinpeptonlésung 
10 ig. 


6,5 ecm Ricinlosung, 
0,5 » Meerschweinchenserum, 


230° 
aa | 
| { } 
Stunden 1 2 3 6 2 & 
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00 + + t 
| | | 1 {| 
—Wor- 
Swnden t 2 3 6 12 1 20 2 2 39 


VI. Versuche mit Cobragift. 

Die Lésungen wurden so hergestellt, dafi fein pulveri- 
siertes Cobragift mit Kochsalzlésung gemischt wurde. Die Mi- 
schung wurde 16 Stunden in den Brutschrank gebracht. Vom 
etwaigen ungelésten Riickstand wurde abfiltriert. 


a) 2,0 ecm Cobragiftlésung, 
0,5 » 


Seidenpeptonlosung 10°/,ig, 


5,9 » Kochsalzlosung. 
b) 2,0 ecm Cobragiftlésung, 
0,5 » Gelatinepeptonlésung | 
5,5 » Kochsalzlésung. 00 
c) 2,0 ecm Cobragiftlosung, 


a) 0,9 ecm Cobragiftlésung, 
05 » Hundeserum, 
3,0 » Kochsalzlosung. 
b) 0,5 cem Cobragiftlésung, 
0,5 » Pferdeserum, 
3,0 » Kochsalzlosung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 
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0,5 » Seidenpeptonlésung | ‘i 
za 
» Edestinpeptonlésung. big | || | 
Stunden 2 3 $ 6 F h 15 22, 


0,5 » Meerschweinchen- — 0104 + 
serum. i 


2 3 6 2 6 00 & 28 39 


Aus der Reihe der Versuche iiber die Spaltung von Seiden- 
pepton mit aus Mikroorganismen gewonnenen Fermenten seien 
vorlaufig diejenigen tiber den Einflu8 von Rotzbacillenextrakt 
auf einige Peptone angefiihrt. 


Versuche mit Rotzbacillenextrakt. 


Angewandt fiir den ersten Versuch 1 Monat alter kon- 
zentrierter Rotzbacillenextrakt, Bromberg, fiir den zweiten Ver- 
such Extrakt des Pathol. Inst. der Tierarztl. Hochschule, Berlin. 


a) 1,0ccem Rotzextrakt (Bromberg), b) 1,0 ccm Rotzextrakt (Bromberg), 
» Seidenpeptonlosung 10°/ig, 0,5 » Gelatinepeptonlésung 10°) ig, 
55 » Kochsalzlosung. 5,5 » Kochsalzlésung. 

(Bromberg), | ———+ + | 
0,5 » Edestinpep- 

Yi 

lésung. | 

020% 


1,0 cem Rotzbacillenextrakt 

(Pathol. Inst.). Qu | 
0.5 » Meerschweinchenserum, 
55 » Kochsalzlosung. 


| 
2 3 6 10 1 0 2 
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In einer Reihe weiterer Versuche haben wir festgestellt, 
daB das Plasma von Tieren, die mit Eiereiweiflésung vorbe- 
handelt worden sind, sich ebenso verhalt wie das Serum. 


Vergleichung der spaltenden Wirkung von Plasma 
und Serum. 


Zu den Versuchen diente das Blut eines Hundes von 
14000 g, dem 20 Tage vorher 10 ccm einer 20°/oigen Eier- 
eiweiblésung in physiologischer Kochsalzlésung subcutan injiziert 
worden waren. Das Blut wurde in Zentrifugenglisern aufge- 
fangen und wie tiblich behandelt. Die Glaser zur Aufnahme 
des Plasmas waren mit 0,02 g Ammoniumoxalat fiir 10 ccm 
Blut beschickt worden. Das erhaltene Plasma war ganz himo- 
globinfrei. Zu den Versuchen wurden je 1 ccm Plasma oder 
Serum, 0,5 ccm der entsprechenden 10°/oigen Peptonlésung 
und die zum Auffiillen nOtige Menge physiologischer Kochsalz- 
losung angewandt. 


Vor 18 Tagen mit 10 ccm 20°%/oiger Eiereiweiflésung subcutan ge- 
spritzter Hund [23], Bastard, #, 13900 g, b. Blutentnahme 14200 g. 


| 
«)0,9cecem Oxalatplasma (29/9) Oxalat) [23], | 
0,5 » Edestinpeptonlésung 10 ig, “49 
b)0,5cem Serum [23], | 
0,5 » Edestinpeptonlésung 10 | ‘ 


Wiunden 1 2 3 


—050 
a) 1,0 cem Oxalatplasma [23], 
6,0 » Kochsalzlosung. G50 


b) 1,0cem Serum [23], —Q4o 
0.5 » Seidenpeptonlésung 10°/ig, 
6.0 » Kochsalzloésung. ~050 Serum 


Stunden th 2 3% S 


A 
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> 
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a) 1,9¢cm Oxalatplasma 
[23], 
0.5 » Gelatinepep- 
tonlosung 
10 ig, 
6,0 » Kochsalz- 
lésung. 
b) LO ccm Serum [23], 
0,5 » Gelatinepep- 


tonlosung 
6,0 » Kochsalz- | 
Sunden t2 2 2h 3 6 9 12 


Endlich beschaftigte uns die Frage, ob das Auftreten der 
Fermente im Plasma resp. Serum nach parenteraler Zufuhr 
von Proteinen resp. Peptonen zusammenfallt resp. den Héhe- 
punkt erreicht mit dem Auftreten anderer Phainomene, wie z. B. 
der Priazipitinbildung. Wie die folgenden Versuche zeigen, 
scheinen in der Tat derartige Beziehungen vorhanden zu sein. 


Versuche tiber die Zeitdauer bis zum Auftreten der 
spaltenden Wirkung. a) Versuche an Hunden. 


Hund 19, 7000 g, erhalt am 20. I. 5 cem Hammelserum 
subcutan. Es wird ihm Blut entnommen am 24. I.: Serum 19a; 
am 26. I. Serum 19b; am 31.1. Serum 19c. Die folgenden Ver- 
suche zeigen die Wirkung der verschiedenen Sera auf Seiden- 
pepton, Hammelserum, Pferdeserum, auferdem einen Versuch 
mit Gelatinepepton. Es ergab sich, daf vor dem 6. Tage eine 
Spaltung nicht auftritt. 

Hund 20, 8800 g, erhalt am 21.1. 5 ccm Rinderserum 
subeutan. Es wird ihm Blut entnommen am 25. I.: Serum 20a, 
am 28.1. 20b, am 20. II. Serum 20d. Versuche 7 und 8 be- 
stiitigen die Ergebnisse an Hund 19; aufberdem zeigt sich, dab 
noch das nach 26 Tagen gewonnene Serum (20d) spaltende 


Wirkung hat. 


Hund 19, 7000 g. 20.1. 5 ccm Hammelserum subcutan, 
24.1. Blut entnommen, Serum 19a, 


26.1. » > >»  19b, 
S1.1. > 19 c. 
a) 1,0 cem Serum 19a, b) 1,0 ccm Serum 19b, 
0,5 » Seidenpeptonlosung 10°/ ig, 0,5 » Seidenpeptonlosung 1) °/o1g, 


2,5 » Kochsalzlosung. 2.5 » Kochsalzlosung. 


i 
—050 
44 
| 
—060' 1b Serum | 
3 
x 
| | 
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| 050%. 
—0 T T T T “ | 
| 


Hund 19. 


a) 1,0cem Serum 19a, 


05 » Hammel- 
serum, | 
2, » Kochsalz- 
05 » Hammel- | 
serum 
25 Kochsalz- WNunden 7 2 6 6 6€ 2 
losung. 
Hund 19. 
a) 1,0 ccm Serum 19a, b) 1,0 com Serum 19b, 
0.0 » Pferdeserum, 0,5 » Pferdeserum, 
2,0 » Kochsalzlésung, 25 » Kochsalzlosung, 
0 
05 » Gelatinepep- | | 
| | | | 
Sundent 2? 3 ¢ $ 6 7 8 & 3% 
Hund 20. 8800 g. 21. I. 5 ccm Rinderserum subcutan, 
9 25. I. Blut entnommen, Serum 20a, 
28. 1. » > » 20b, 
16.11.» > > 20d. 
e «) 1,0 cem Serum 20a, b) 1,0 ccm Serum 20b, 
0.9 » Seidenpeptonlésung 10°/,ig, 0,5 » Seidenpeptonlisung 10% ig, 
Kochsalzlosung. 59 » Kochsalzlésung. 
c) 1,0 ccm Serum 20d, 
0,5 » Seidenpeptonlisung 10% ig, 
5,0 » Kochsalzlésung. 


| | | | 
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Hund 20 
a) 1,0ccem Serum 20a, -070°. 
05 » Pferdeserum, 4 | | | 
b) 1,0ccm Serum 20b, a 
0.5 » Pferdeserum, q | | | | | [ | | 


Serum 20a spaltete Hammelserum und Rinderserum nicht merklich. 
Serum 20b mit Hammelserum und Rinderserum gab sehr schnell 

Tribungen, sodafs Ablesungen unmdglich waren. 


b) Versuch an Kaninchen. 


Kaninchen 1 K, 1700 g, erhalt am 26. I. 2,5 com Hammel- 
serum subcutan. Am 31. |. Blut entnommen. Der Versuch zeigt, 
dafi dieses Serum nur sehr geringe spaltende Wirkung besitzt. 
Labt man gleiche Mengen dieses Serums und Hammelserum 
im Brutschrank, so tritt selbst nach 24 Stunden keine Pra- 
zipitatbildung auf. 

Kaninchen 2 K, 1600 g, erhilt am 26. I. 2,5 cem Rinder- 
serum subcutan. Blut entnommen am 28. I.: Serum 2 Ka: 
am 2. II. Serum 2Kb; Versuche 10 und 11 zeigen, da erst 
das nach 7 Tagen entnommene Serum spaltet. Dementsprechend 
gibt Serum 2 Ka + die gleiche Menge Rinderserum selbst nach 
24stiindigem Stehen im Brutschrank kein Prizipitat. 0,1 ccm 
Serum 2Kb + 0,1 ccm Rinderserum nach 2stiindigem Auf- 
enthalt im Brutschrank Prazipitat; 0,1 ccm des auf das Doppelte 
mit Kochsalzlésung verdiinnten Serums 2 Kb -++ 0,1 ccm Rinder- 
serum ebenso. Bei Verdiinnungen des Serums 2 Kb auf das 
4 und 8fache tritt nach Zusammenbringen mit der gleichen 
Menge Rinderserum nach 24stiindigem Verweilen im Brutschrank 
Prazipitatbildung auf, nicht jedoch bei der 16fachen Verdiinnung. 


Kaninchen 1K. 1700 g, 26. 1. 2,5 ccm Hammelserum subcutan, 
31. I. Blut entnommen, Serum 1 Ka. 


a) 0,2 com Serum 1Ka, 
b) 0.2 ccm Serum 1Ka, 
0,5 » Pferdeserum, 
c) 0,2 ccm Serum 1iKa, 20 
0,5 » Hammelserum, 


i 3 

5 


w 
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Nach 24stiindigem Stehen im Brutschrank gleicher Mengen Serum 1Ka 
und Hammelserum trat keine Priazipitinbildung auf. 


Kaninchen 2K. 1600 g. 26. I. 2,5 cem Rinderserum subcutan, 
28. I. Blut entnommen, Serum 2Ka, 


2.11. » » » 2Kb, 
a 
a)0,2cem Serum 2Ka, 
0,5 » Seidenpepton- 
losung 10% ig, gz 
38,3.» Kochsalz- , 
lésung. —210 + 
b) 0,2 ccm Serum 2K b, 
0,5 » Seidenpepton- gg 
lésung 10°/,ig, 
3,3.» Kochsalz- 
losung. 2 3 6 12 2% % 


Serum 2 Ka gibt, mit der gleichen Menge Rinderserum gemischt, 
nach 24stiindigem Stehen im Brutschrank kein Prizipitat. 

Serum 2 Kb 0,1 ccm ++ 0,1 Rinderserum: nach 2 Stunden Prii- 
zipitat; ebenso 0,1 ccm des auf das Doppelte mit Kochsalzlésung ver- 


diinnten Serums 2 Kb -+- 0,1 ccm Rinderserum. 
Nach 24 Stunden ist auch Prazipitatbildung in den Mischungen 


der 4- und 8fachen Verdiinnung des Serums 2 Kb und der gleichen 
Menge Rinderserum eingetreten. 


Kaninchen 2K, 


0,2 » Seidenpeptonlo- 

3,3 » Kochsalzlésung. | 
b) 0.2ecm Serum 2 Kb, 
0,5 » Seidenpeptonlé- | | | | 


3,3 » Kochsalzlésung. 


SchlieBlich seien noch einige Versuche mitgeteilt, die den 
Einflu8 der subcutanen Zufuhr von HefeprefBsaft zeigen. 


Mit HefepreBsaft vorbehandelter Hund. 


Hund 25, 9300 g, erhalt am 12. II. 1 ccm Hefeprebsaft 
subcutan. Am 21. II. wird Blut entnommen. Dasselbe gerinnt 
nicht bei 2stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur, auch nicht 
bei 2tagigem Stehen im Eisschrank. Mit dem erhaltenen 
Plasma 25a wurde der erste Versuch ausgefiihrt. Am 23. II. 
wird wiederum Blut entnommen. Dieses gerinnt. Das Serum 25 b 
dient zum zweiten Versuch. 
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a)0,5cem Plasma 25a, c) 0,5 ecm Plasma 25a, 
0,5 » Seidenpeptonlosung ig, 05 » Glycyl-l-tyrosionlésung 
Mol.), 
5,5 » physiol. Kochsalzlésung. 5,5 » physiol. Kochsalzlésung. 
b) 0,5 cem Plasma 25a, d) 0,5 ecm Plasma 25a, 
05 » Gelatinepeptonlésung 10°/,ig, 0,5 » Gelatinelésung 1%, 
5,0 » physiol. Kochsalzlosung. 5,9 » physiol. Kochsalzlésung. 
AM 


1.6 


| | | | 


Stunden 3 6 F2 IS 18 2 2% 30 36 39 42 


a) 10eem Serum 25b, b) 1,0ccem Serum 25b, 
» Seidenpeptonlésung 0,5 » Gelatinepeptonlosung, 
2.5 » Kochsalzlosung. 2.9 » Kochsalzlésung. 


¢) 1Ocem Serum 25b, 
» Glyeyl-l-tyrosinl6- 
2. » Kochsalzlésung. 


4 | 
Stunoen | 2 6&6 9 18 


Hervorgehoben sei, daf die mitgeteilten Versuche nur 
einem sehr geringen Teil der tiberhaupt ausgefiihrten Versuche 
entsprechen. Nur dann, wenn der Verlauf eines Versuches 
sich immer gleich gestaltete, haben wir ihn aufgenommen. 
Ausdriicklich betont sei nochmals, daB wir vorlaufig von « Abbau» 
und von «<Fermenten» sprechen, weil wir glauben, daf eine 
derartige Annahme die gréfte Berechtigung hat. 

Es sind im hiesigen Institute noch weitere Probleme in 
Angriff genommen worden. So wird das Wesen der Prazipitin- 
bildung verfolgt, ferner wird der Abbau von Polypeptiden und 
Peptonen durch Saéure und Alkali, Pepsinsalzséure, Trypsin und 
Erepsin vergleichsweise durchgefiihrt. Endlich ist damit be- 
gonnen worden, die Drehung des Plasmas und des Serums ein 
und derselben Tierart zu vergleichen, um auf diesem Wege 
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einen Einblick in den Blutgerinnungsvorgang zu gewinnen. 
SchlieBlich haben wir auf breiter Basis Untersuchungen iiber 
das optische Verhalten von Plasma und Serum wihrend des 
Hungers und nach erfolgter Futteraufnahme unternommen, um 
zu erfahren, ob die resorbierten Stoffe sich auf diesem Wege 
nachweisen lassen. Vergleichungen des Pfortaderplasmas und 
-serums mit den entsprechenden Fliissigkeiten peripherer Gefife 
haben deutliche Unterschiede ergeben. 
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Uber die Entstehung von Dextrose aus Aminosduren bei 
Phlorhizinglykosurie. 


Von 


A. J. Ringer und Graham Lusk. 


(Aus dem physiol. Laboratorium der Cornell-University Medical College, New York.) 
(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1910.) 


Knopf') gab einem Hund, der taglich 3 Injektionen von 
Phlorhizin erhalten hatte, 50 g Asparagin. Wenn man annimmt, 
dafi das Asparagin vollstindig resorbiert wurde, kann man be- 
rechnen, dafi 20,55 g Dextrose daraus entstanden sei. 

Stiles und Lusk?) gaben ein Verdauungsprodukt von 
Pankreas und Fleisch, das nur Aminoséuren enthielt, einem 
Hund, der Phlorhizin erhalten hatte, und fanden eine Aus- 
scheidung von «Extra Dextrose», welche ungefahr 40°/o der 
eingegebenen Menge betrug. Diese Experimente stellten den 
synthetischen Ursprung des Zuckers aus Protein sicher fest. 

Halsey*) fiitterte Leucin an verschiedene Hunde, die 
Phlorhizin erhalten hatten, und kam zu dem Schluf, daf Leucin 
nicht in Dextrose verwandelt werden kann. 

Lusk‘) fand, wenn 20 g Glutaminséure eingegeben 
wurden, die Ausscheidung von Extra Dextrose im Harn 13,5 g 
betrug, und schloB, daf 3 Kohlenstoffatome der Glutaminsaure 
in Dextrose verwandelt wurden. Andere Experimente, die 
iiber Zufuhr von Aminoséuren bei Phlorhizinglykosurie ver- 


') Knopf, Archiv fiir experimentelle Pathol. und Pharmak., 1903, 
Bd. XLIV, S. 123. 

2) Stiles u. Lusk, American Journ. of Physiol. 1903, Bd. IX, S. 380. 
’) Halsey, American Jorn. of Physiol., 1904, Bd. X, S. 229. 

*) Lusk, American Journ. of Physiol., 1908, Bd. XXII, S. 174. 
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Offentlicht wurden, widersprechen sich in ihren Resultaten, ') 
und sind von geringem Wert wegen der ungeeigneten Methode, 
die Glykosurie zu erzeugen. Die richtige Methode ist die in 
einem einzigen Experiment von Cremer?) angegebene, die in 
mehreren Arbeiten aus unserem Laboratorium’) weiter ent- 
wickelt wurde. Die jetzt befolgte Anordnung besteht darin, 
alle 8 Stunden 2 g Phlorhizin subcutan einzuspritzen, das in 
25 ecm 1,2°/oiger LOsung von kohlensaurem Natron aufgeldést 
und auf 40° erwarmt ist. Nachts kann die Zeit zwischen 
2 Injektionen 10 Stunden dauern, aber dann sollte die 12stiin- 
dige Periode des Harnsammelns zwei Stunden nach der Morgen- 
injektion beendet sein. Dies sichert die Entfernung aller 
Dextrose, die wahrend der langen Nachtzeit im Korper zuriick- 
geblieben sein kénnte. Folgende methodische Details miissen 
deshalb fiir die Sammlung des Urins in 12stiindigen Perioden 
beachtet werden: 
8 Uhr vorm. 2 g Phlorhizin, 

10 » » Katheter und Blase ausgespiilt. Die. Pe- 
riode beginnt. 

3 Uhr nachm. 2 g Phlorhizin, 

10 » » Katheter und Blase ausgespiilt. Die neue 
Periode beginnt, 2 g Phlorhizin. 

8 Uhr vorm. 2 g Phlorhizin, 

10 » »  Katheter und Blase gespiilt. Ende der 
Periode, die neue Periode beginnt. 

Der erste Tag der Behandlung mit Phlorhizin ist immer 
von einer Ausschwemmung von Zucker aus dem Ko6rper be- 
gleitet. Am zweiten Tag erhalt der Hund ein kaltes Bad und 
wird dann mehrere Stunden (6) in einem grofen kalten Zimmer 


") Zu dieser Kategorie gehéren die folgenden: Baer u. Blum, 
Hofmeisters Beitraige, 1907, Bd. X, S. 80; Ibid., 1908, Bd. XI, S. 101; 
Glaesner u. Pick, Ibid., 1908, Bd. X, S. 473; Hickendorf, Biochem. 
Zeitschrift, 1909, Bd. XXIIi, S. 281; Pfliiger u. Junckersdorf, Pfliigers 
Archiv, 1910, Bd. CXXXI, S. 201. 

*) Cremer u. Ritter, Zeitschrift f. Biologie, 1892, Bd. XXIX, S. 256. 

*) Reilly, Nolau u. Lusk, American Journ. of Physiol., 1898, 


Bd. I, S. 395; Stiles u. Lusk, Ibid., 1903, Bd. X, S. 67; Lusk, Zeit- 


schrift f. Biologie, 1898, Bd. XXXVI, S. 82; Ibid., 1901, Bd. XLII, S. 31. 
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bei 0° gehalten, soda Kalteschauer eintreten und das Korper- 
glykogen entfernt wird.'!) Am folgenden Tag ist ein bestimmtes 
Verhiltnis D:N hergestellt, welches von Periode zu Periode 
wiahrend des Experiments fortdauert und die Basis fiir die 
Versuche bildet. 

Viele Jahre lang ergab das Phlorhizin von Merck, 3mal 
taglich hungernden Hunden eingespritzt, am 3. Tag ein Ver- 
hiltnis D:N, welches bestaindig war und 3,65:1  betrug. 
Neuerdings hat das Phlorhizin dieser Firma dieses Verhaltnis 
nicht mehr gegeben. Gliicklicherweise bleibt das Verhaltnis 
bei dem neuen Priiparat auch gleichmabig, nur etwas niedriger, 
d. h. 3,2 bis — 2,7: 1. Man kann noch mit dem Priaparat 
arbeiten, obwohl die Unsicherheit in bezug auf dieses Verhilt- 
nis die Arbeit weniger befriedigend macht. Einige Phlorhizin- 
_praparate von Merck erzeugen Tetanus und den Tod der Hunde. 
Solche Priiparate muf} man nicht verwenden, sondern sich neue 
verschaffen. Halsey?) machte schlimme Erfahrungen in dieser 
Hinsicht und die Schwierigkeit hat sich auch manchmal in unserer 
eigenen Arbeit gezeigt. ) 

Es muf hinzugefiigt werden, da} Embden und Salomon‘) 
Glykokoll, Alanin und Asparagin Hunden ohne Pankreas ge- 
geben haben und grofBe Zunahme von Zucker im Harn beob- 
achteten. Doch gaben sie keine Darlegung der genauen Menge 
Zucker, welche von jeder einzelnen Aminosdure erzeugt werden 
konnte. Nur bei einem ihrer Hunde wurde der Stickstoffgehalt 
im Harn bestimmt, und da bewies das Verhaltnis D:N eine 
unvollstandige Entfernung des Pankreas. 


Versuche. 


In unseren Experimenten wurde Glykokoll, i-Alanin, Aspa- 
raginsdure, d-Glutaminséiure und Tyrosin Hunden gegeben, 


') Lusk, American Journ. of Physiol., 1908, Bd. XXII, S. 163. 

*) Halsey, Sitzungsberichte der Ges. z. Beférderung der ges. 
Naturwissenschaften, Marburg; 1889, S. 102. 

5) Lusk, Zeitschrift f. Biologie, 1901, Bd. XLII, S. 37. 

‘) Embden u. Salomon, Hofmeisters Beitraige, 1904, Bd. V, 


S. 507, und Bd. VI, S. 63. 
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welchen Phlorhizin eingespritzt war, und die Menge des Zuckers, 
die von jedem erzeugt wurde, bestimmt. Gelegentlich sind auch 
Essigsiure, Glycerinsdéure, Propylalkohol und eine Emulsion 
von Baumwollsamenél gegeben worden, und ihr Einflu8 auf 
die Ausscheidung von Zucker bestimmt worden. 

In den eingegebenen Aminosauren wurde eine Stickstoff- 
bestimmung gemacht, um ihre Reinheit zu kontrollieren. Die 
Zahlen der Analyse der Harnbestandteile sind das Mittel aus 
Doppelanalysen. Stickstoff wurde nach Kjeldahl, Dextrose 
nach Allihn, Harnstoff nach Mérner-Sjé6quist in der Modi- 
fikation von Spiro,') Ammoniak nach Folin, Aceton allein 
nach Huppert-Messinger und zusammen mit £-Oxybutter- 
siure nach Shaffer?) bestimmt. 

Die Aminosiiuren wurden gewOhnlich in Wasser oder in 
Natriumbicarbonat gelést und durch eine Schlundsonde ein- 
gegeben. Der Hund wurde dann in aufrechter Stellung gehalten, 
mit den HinterfiiSen auf dem Boden und sein Riicken an die 
Knie des Wiarters gelehnt. Dies verhinderte Erbrechen, be- 
sonders nach Glykokoll. 

Im allgemeinen vermehrte die Einfiihrung von Amino- 
siuren bei Phlorhizinglykosurie die Stickstoffausscheidung im 
Urin, ersparte aber auch etwas KOrpereiweili. Dies wider- 
spricht dem Verhalten einzelner Aminosaéuren, wenn sie einem 
hungernden Hunde eingegeben werden. Sogar Glykokoll und 
Alanin, welche ganz in Dextrose tbergefiihrt werden kénnen, 
zeigten diese Ersparung. Daf die Aminoséuren nicht als solche 
im Urin erschienen, wird bewiesen dadurch, dafi keine Zunahme 
von Reststickstoff auf die Einfiihrung folgte. Als Reststickstoff 
wird bezeichnet die Differenz zwischen dem Gesamt-N und 
der Summe von Harnstoff- und Ammoniak-N. Die Menge der 
Dextrose, welche aus den verschiedenen Aminosiuren entsteht, 
kann nur berechnet werden, wenn man annimmt, daf die 
Aminosaure ganz absorbiert wird und Stickstoff daraus 
in dem Urin der 12stiindigen Periode nach der Eingabe aus- 
geschieden wird. Dies ist der Fall bei normalen Hunden. 


4) Spiro, Hofmeisters Beitrége, 1907, Bd. IX, S. 481. 
*) Shaffer, Journal of Biological Chemistry, 1908, Bd. V, S. 211. 
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Wenn nun der Stickstoff der eingegebenen Aminosdure von 
dem Gesamtstickstoff der 12-Stundenperiode abgezogen wird, 
so erhalt man die Menge Stickstoff, die der Korper verloren 
hat. Das Korper-N, vervielfacht mit dem Dextrosewert des 
Verhiltnisses D: N, ergibt den Zucker, der sich aus der Zer- 
setzung des Kérpereiweifies dieser Zeit gebildet haben k6nnte. 
Wenn diese aus KorpereiweifS gebildete Dextrose abgezogen 
wird von der Menge der wirklich in dem Urin der Periode 
gefundenen Dextrose, so wird der Rest die Dextrose sein, die 
sich aus der eingegebenen Aminosaure gebildet hat. So wurden 
bei Hund II, Periode II, 20 g Glykokoll (3,77 g N) eingegeben. 
Gesamt-N im Urin war 11,1 g, Korper-N war (11,1—3,77 g) 
7,33 g, 7,33>X2,8 = 20,50 g Dextrose aus dem Korpereiweif. 
32,71 g Gesamt-Dextrose — 20,50g = 12,21 g Extra-Dextrose 
erhalten aus 20 g Glykokoll. 
. Bei diesen Berechnungen haben wir dasjenige Verhilt- 
nis D:N angenommen, welches in den Hungerperioden als das 
vorherrschende festgestellt war. Wenn wihrend einer auf die 
Einfiihrung einer Substanz folgenden Periode das Verhiltnis 
besonders hoch blieb, so wurde angenommen, daf die hier 
ausgeschiedene Dextrose aus der Substanz stamme, die in der 
friiheren Periode eingegeben war. Bei Anwendung dieser Me- 
thoden haben wir folgende Resultate erhalten: 
Nach Eingabe von 20 g Glykokoll 


Extra-Dextrose 


Hund II Periode II 12,21 
> Iii IV 14,77 
> Ill > VI +- VIII 13,29 
>» IV > IV 11,12 
> II 15,77 


Da 20 g Glykokoll ein Maximum von 16 g Dextrose geben 
kénnen, ist es klar, daB Glykokoll ganz in Dextrose tiberge- 


fiihrt werden kann. 
Nach Eingabe von 20 g i-Alanin war die Extrazucker- 


ausscheidung die folgende: 


Extra Dextrose 
Hund I Periode IH +- III 18,76 
>» I > IV 18,78. 
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Da angenommen werden kann, da 20 g Alanin 20,22 g 
Dextrose ergeben, und da 92°/o dieser Menge als Extrazucker 
im Urin erhalten wurde, so ist es klar, daB Alanin vollstandig 
in Dextrose verwandelt werden kann. Diese Reaktion wird 
wahrscheinlich stattfinden, indem das Alanin unter gleichzeitiger 
Uberfiihrung in Milchsiure desamidiert wird, denn Mandel 
und Lusk!) haben gezeigt, daf Milchséure vollstandig in Dex- 
trose tibergefiihrt werden kann. 

Die Ausscheidung von Extra-Dextrose nach Eingabe von 


20 g Asparaginsdure war folgende: 
Extra-Dextrose 


Hund II Periode V 11,26 
> Iii > 13,43 
» IV > VI 10,08 
» IV 14,92 


Eine Berechnung zeigt, dafi die folgende Menge Dextrose 
entstehen kann aus 20 g Asparaginséure: aus 2 Atomen der 
4 in seinem Molekiil enthalten C 9,02 g, von 3 C-Atomen 
13,52 g, aus 4 C-Atomen 18,04 g. Der Durchschnitt der er- 
haltenen Resultate zeigt, daB 3 von den 4 in Asparaginsaéure 
enthaltenen Kohlenstoffatomen im Organismus in Dextrose ver- 
wandelt werden. Neben dem hier in Frage kommenden inter- 
mediiren Prozef} kann man nur Vermutungen haben. Es kénnte 
sein, die Asparaginsiure nach der Desamidierung in p- 
Milchséure verwandelt wird, die in Dextrose iibergefiihrt wer- 


den kénnte. 
COOH COOH ==> COOH 
HOH  CHOH 
(oon (oon co, 


Die Angabe von Héckendorf,?) daf Propylalkohol bei 
Phlorhizin-Glykosurie in Dextrose umgewandelt wird, aber 
Athyl- und Butylalkohol nicht, schien von besonderem Interesse. 
Deshalb wurde Propylalkohol mit Athylalkohol gemischt und 
in 2 Fallen eingegeben. In beiden war eine vermehrte Zucker- 
ausscheidung. Die Resultate waren folgende: 


1) Mandel u. Lusk, American Journ. of Physiol., 1906, Bd. XVI,S. 129. 
*) Hockendorf, loc. cit. 


a 
| 
2 
5 4 
4 


112 A. J. Ringer und Graham Lusk, 


Propylalkohol Extra-Dextrose 


Hund VIII Periode II 10 g 5,24 g 
» IX » VI 5 » 3,25 » 


Hund VIII zeigte starke Vergiftungserscheinungen, Hund IX 
jedoch nicht. Die Verwandlung von Propylalkohol in Dextrose 
ist sehr wahrscheinlich nach diesen Experimenten, wenn man 
sie in bezug auf die von Héckendorf betrachtet. Dies zeigt 
wieder deutlich, mit welcher Leichtigkeit eine Kette von 3 
Kohlenstoffatomen in Dextrose verwandelt werden kann. 

Bei Eingabe von 20 g Glutaminséure wurden folgende 
Resultate erhalten. 

Extra-Dextrose 
Hund V Periode VI 13,16 
Lusks*) Hund I 13,46 

Die Erklarung dieser Versuche wird durch die Tatsache 
ermoglicht, dafB, wenn 3 C-Atome der Glutaminséure Dextrose 
bilden, 12,24 g Extra-Dextrose im Harn erscheinen miiBten, 
wahrend, wenn 4 C-Atome Dextrose bilden, 16,32 g erlangt 
werden miiften. Die Resultate zeigen, dafi 3 Kohlenstoffatome 
von den 5 in Glutaminsiiure enthaltenen in Dextrose tiberge- 
fiihrt werden k6nnen. 

Die zwei oben genannten Resultate wurden erhalten, als 
das Verhiltnis D: N im Hungerzustand von Hund V 2,6: 1 
war, wahrend bei Lusks Hund I das Verhiltnis 3,65: 1 be- 
trug. In bezug auf die Menge des Zuckers und Glutaminsdure 
bei Diabetes sind hiernach die Resultate unabhingig davon, 
ob das Verhialtnis 3,65 oder 2,8: 1 betrigt, wenigstens was 
die Glutaminsaure betrifft. Die biologische Theorie wiirde die 
Entfernung des Aminoradikals durch Hydrolyse fordern, und 
vielleicht wiirde eine hydrolytische Spaltung bei dem B-Kohlen- 
stoffatom stattfinden, wie folgt: 

COOH ==> COOH 
(uy, bu, 

HOH CH,OH 
dunn, HOH (HoH 


| | 
COOH COOH 


‘) Lusk, American Journ. of Physiol., 1908, Bd. XXII, S. 176. 
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Um die Méglichkeit dieser Theorie zu untersuchen, haben 
wir 10g Natriumacetat dem Hund VI, Periode II, eingegeben 
und fanden, daB es ohne Einflu8 auf die Zuckerausscheidung 
war, wahrend Glycerinséure, dem Hund II, Periode VII, und 
dem Hund IV, Periode VIII, beigebracht, eine betriachtliche Zu- 
nahme in der Zuckerausscheidung hervorbrachte. Erbrechen 
und Diarrhée verhinderten quantitative Bestimmungen bei diesen 
letzterwahnten beiden Hunden. 

Infolge dieser Resultate kann man auch schliefen, daf 
Serin, welches durch Desamidierung in Glycerinsaure iibergeht, 
in Dextrose umwandelbar ist. 

In einem Fall wurden 10 g und in einem andern 7,5 g 
Tyrosin eingegeben, dem Hund VII, Periode II, und dem Hund VIII, 
Periode IV. In keinem Fall konnte eine Entstehung von Zucker 
aus Tyrosin mit Sicherheit nachgewiesen werden, und im letzteren 
Fall bestatigte die starke Ausscheidung von 2,1 g B-Oxybutter- 
siiure im Urin die Entdeckung von Baer und Blum,') daf dies 
ein normales Produkt der Tyrosinzersetzung ist. 

Dreimal wurden etwa 10 g eines Esters von Glukosamin 
eingegeben, C,H,,O,NH- CO C,H,. 

Diese Substanz wurde einem von uns (L.), von Professor 
Karl Spiro von Strabburg gegeben, und seiner Freundlichkeit 
verdanken wir die Gelegenheit, die Wirkung von Glukosamin 
bei Phlorhizin-Glykosurie zu priifen. Das Material war das- 
selbe, das Forschbach?) Hunden ohne Pankreas und Meyer’) 
mit Phlorhizin gefiitterten Kaninchen gegeben hatten. Forsch- 
bach wies darauf hin, dai, obwohl eine positive Zunahme der 
reduzierenden Kraft des Urins keinen Umsatz von Glukosamin 
in Dextrose im Organismus bedeute, doch ein negatives Re- 
sultat sicher bewiese, daf Glukosamin bei seiner Zersetzung 
nicht durch das Stadium einer Glukose hindurchgeht. Ein klares 
negatives Resultat zeigte der Hund VI, Periode V, wiihrend bei 
Hund VII, Periode IV, und bei Hund IX, Periode IV, anscheinend 


') Baer und Blum, Archiv f. exp. Pathoiogie und Pharmakologie, 
1907, Bd. LVI, S. 96. 

*) Forschbach, Hofmeisters Beitrage, 1906, Bd. VIII, S. 313. 

*) Meyer, Hofmeisters Beitrage, 1907, Bd. IX, S. 134. 
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Zunahme der Dextrose im Harn stattfindet, welche aber von 
der Gegenwart des Glukosamins selber herriihren kann. Wir 
schlieBen deshalb mit Forschbach und Meyer, dai Glu- 
kosamin im Organismus nicht in Dextrose verwandelt wird. 
SchlieBlich gaben wir dem Hund IX, Periode VIII, 50 ccm einer 
von Dr. L. H. Mills praparierten, feinen Fettemulsion, welche 
66,4°/o Baumwollsamen6l enthielt. Diese war ohne EinfluB auf 
die Ausscheidung von Harnzucker, was durch das unverinderte 
D : N-Verhaltnis bewiesen wird. 

Im Verlauf der Arbeit wurden verschiedene Bestimmungen 
der Acetonkérper gemacht. Nur bei Tyrosin zeigte sich eine 
deutliche Zunahme dieser Korper. Einfiihrung von Glykokoll, 
Asparagin- und Glutaminsaure verringerte gewohnlich die Aus- 
scheidung der Acetonkérper, sogar wenn Glykokoll fast voll- 
stindig in Traubenzucker verwandelt worden war. Vermehrte 
Diurese folgte immer auf die Einfiihrung der Aminosauren, und 
ob diese vermehrte Bewegung des Wassers durch den Koérper 
die Verbrennung der Acetonk6rper begiinstigte oder nicht, ist 
eine offene Frage. 

Was nun die Bildung von Zucker aus Fleisch anbetrifft, 
so kann man seinen Ursprung jetzt annéhernd bestimmen. Es 
ist festgestellt, daB bei einem mit Phlorhizin geftitterten Hund’) 
und bei einem diabetischen Menschen?) aus 100 Teilen zer- 
setzten Eiweifes 58 Teile Dextrose hervorgehen kénnen. 

Osborne’) hat eine Analyse von Ochsenmuskel publiziert. 
In einem kiirzlich in Boston gehaltenen Vortrag hat Osborne 
gezeigt, dab infolge der Ungenauigkeit der Fischerschen Ester- 
methode man ruhig die Zahlen fiir Alanin und Asparaginsaure 
verdoppeln kann. Die Arbeit von Parker und Lusk‘) zeigte, 
daB 4°/o Glykokoll entstehen konnten durch die Zersetzung von 


‘) Reilly, Nolan u. Lusk, American Journ. of Physiol., 1898, 
Bd. 1, S. 395. Stiles u. Lusk, Ibid., 1903, Bd. X, S. 67. 
*) Mandel u. Lusk, Deutsches Archiv fiir klinische Medizin, 1904, 


Bd. LXXXI, 8. 472. 
*) Osborne u. Jones, American Journ. of Physiol., 1909, Bd. XXIV, 


S. 437. 
*) Parkeru. Lusk, American. Journ. of Physiol., 1900, Bd. III, S. 472. 
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Protein in einem hungernden Kaninchen. Einer der Verfasser 
(Ringer)!) nahm an einem Tag in seiner Nahrung 3 g benzoe- 
saures Natron zu sich und dann 3 Tage lang 6 g tiiglich. Die 
Glykokollausscheidung stieg auf 3,41; 3,55; 3,25 und 3,48°/o 
des an diesen vier aufeinanderfolgenden Tagen zersetzten Ki- 
weifes. Man kann ruhig berechnen, ungefahr 4°/o Glykokoll 
aus dem gewohnlichen Fleischeiweif entstehen. 

Wenn man diese Betrachtungen anwendet auf die Ent- 
stehung des Zuckers aus Aminoséuren, so kann man folgende 
 Tabelle aufstellen: 


Osbornes Wieder Dextrose- 
Analyse berechnet | entstehung 
Asparaginsiure ....... 4,51 9,0 6.1 
Glutaminséure ....... 15,49 15,5 9,5 
25,78 360 | 23 


Es ist klar, dafi aus diesen vier Sauren 26 oder beinahe 
die Halfte der 58 Teile der Dextrose, die von Eiweif her- 
stammt, entstehen kénnen. In andern Worten: 45°/o der ge- 
samten Zuckerausscheidung bei Diabetes kann aus den 4 ge- 
nannten Sauren entstehen. 


Zusammenfassung. 


Glykokoll und Alanin kénnen ganz in Dextrose verwandelt 
werden. Drei Kohlenstoffatome der Asparaginsiure und der 
Glutaminsaéure kénnen in Dextrose verwandelt werden. Tyrosin 
gibt keine Dextrose, vermehrt aber die g-Oxybuttersiure im 
Harn. Glukosamin gibt keine Dextrose. Glycerinsiéiure und 
Propylalkohol geben Dextrose, aber Essigsiiure gibt keine. 


') Chittenden, Long u. Herter, The influence of sodium benzoate. 
U.S. Dept. of Agriculture, 1909, Report 88, S. 676. 
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Bestimmung der Blutmenge mit Hilfe der <optischen Methode-. 


Von 
Emil Abderhalden und Julius Schmid. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierirztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 25, Mirz 1910.) 


Bei der Ausarbeitung der unten beschriebenen Methode 
der Bestimmung der Blutmenge im lebenden Organismus gingen 
wir von dem folgenden Gedankengange aus. Wenn wir eine 
Lésung eines bestimmten optisch-aktiven Korpers, dessen 
Drehungsvermégen uns genau bekannt ist, mit dem gleichen 
LOsungsmittel verdiinnen, dann sind wir im allgemeinen im- 
stande, aus dem nunmehr resultierenden Drehungsvermégen 
den Grad der Verdiinnung zu berechnen. Auf diesem Prinzip 
bauten wir unsere Methode auf. Wir bestimmten das Drehungs- 
vermégen des Plasmas beim lebenden Tier, injizierten dann 
die Lisung einer stark drehenden Substanz, deren Drehungs- 
vermégen genau bestimmt worden war, und stellten dann, 
nachdem vollstandige Mischung eingetreten war, wiederum das 
Drehungsvermégen des Plasmas fest. Auf diesem Wege lief 
sich direkt die Gesamtplasmamenge bestimmen. Die Gesamt- 
blutmenge ergab sich ohne weiteres durch Feststellung des 
Verhiiltnisses von Plasma und Blutkérperchen vermittelst des 
Hiimatokriten. 

Der zur Injektion zu verwendende Korper muBbte folgende 
Bedingungen erfiillen: 

1. Er mufte ein méglichst hohes Drehungsvermégen 
besitzen. 

2. Er mute in Wasser resp. isotonischer Kochsalz- 
lésung leicht léslich sein, d. h. die Substanz mubte, um grdBere 
Verdiinnungen des Blutes zu vermeiden, in médglichst kon- 
zentrierter Lésung einfiihrbar sein. 
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3. Die zur Injektion benédtigte Konzentration — sie mubte 
hoch gewiéhlt werden, um mdglichst groBbe Ausschlige zu er- 
reichen — durfte die Isotonie des Blutes nicht storen. 

4, Endlich durfte die Substanz in keiner Weise toxisch 
wirken. 

Es stehen uns eine ganze Reihe von Verbindungen zur 
Verfiigung, die eine hohe spezifische Drehung besitzen. Fast 
alle fallen auBer Betracht, weil sie entweder schwer loslich 
sind, giftig wirken oder aber in héheren Konzentrationen die 
Isotonie des Blutes stéren wiirden. Am geeignetsten erschien 
uns Dextrin. Es lést sich bis 25°/o und mehr in physio- 
logischer Kochsalzlisung. Es wird dabei der osmotische Druck 
der physiologischen Kochsalzlésung durch den Zusatz von 25°, 
Dextrin kaum beeinfluft. SchlieBlich entfaltet Dextrin, soweit 
unsere Kenntnisse reichen, selbst in héheren Konzentrationen 
keine toxischen Eigenschaften. 

Als eine vollkommen ideale Substanz fiir derartige Ver- 
suche méchten wir das Dextrin nicht bezeichnen. LEinmal ist 
es keine einheitliche Verbindung. Es stellt vielmehr ein grofbes 
Gemisch von verschiedenartigen Abbaustufen dar. Es ist nicht 
jedes im Handel als Dextrin bezeichnete Priaparat brauchbar. 
Manche enthalten gréfere Mengen von Traubenzucker. Dextrin 
wird ferner im Organismus rasch verindert. Man kann durch 
Verfolgung des Drehungsvermégens des Plasmas durch lingere 
Zeit hindurch feststellen, wie das Dextrin das Plasma allmiihlich 
verlaft, sei es, dafi es weiter abgebaut wird, sei es, daf eine 
Abgabe an Zellen oder eine Ausscheidung durch die Nieren 
erfolgt. Es 1a8t sich die «<optische Methode» ganz all- 
gemein zur Feststellung des Verhaltens optisch-aktiver 
Substanzen im Blute innerhalb gewisser Grenzen an- 
wenden. Wir erhalten genaue Auskunft iiber die Dauer 
des Verweilens bestimmter Substanzen im Blute und unter 
Umstinden kiénnen aus dem Verhalten des Drehungsvermégens 
auch Umwandlungen erschlossen werden. SchlieBlich ist es 
auch denkbar, dal bei enteraler Eingabe optisch-aktiver Stoffe 
und eventuell auch bei subcutaner Zufuhr der Zeitpunkt des 
Ubergangs in das Blut festgestellt und verfolgt werden kann. 
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Auch hier eréffnet sich eine weite Perspektive ftir die Anwend- 
barkeit der optischen Methode. 


Experimenteller Teil. 


Bevor wir an die Ausfiihrung der Blutmengebestimmungen 
gingen, suchten wir uns durch Versuche itiber die folgenden 
Fragen zu orientieren: 


I. Wird Dextrin von den Formelementen des Blutes 
aufgenommen? 


1. Von einer gréferen Menge Hundeblut wird nach Zusatz 
von Ammonoxalat (0,2 °/o) durch Zentrifugieren Blutkérperchen- 
brei gewonnen. Damit wird folgende Versuchsreihe angestellt. 


a) ccm Blutkérperchenbrei 
+ 4 » physiol. Kochsalzlésung 
+ 1 » 5°%/o Dextrin enthaltende physiol. Kochsalzlésung 
gut umgeschiittelt und dann zentrifugiert. Die Drehung der klaren tber- 
stehenden Liésung wird im '/:-dm-Rohr bestimmt. Sie betragt 0,50°. 
b) 5 cem Blutkérperchenbrei 
-+- 3 » physiol. Kochsalzlésung 
+ 2 » #°%/oige Dextrinlésung (w. 0.). 
Drehung: ++ 1,03°. 
c) 8 Blutkérperchenbrei 
-+- 2 » physiol. Kochsalzlésung 
+3 » 5°%/oige Dextrinlésung (w. 0.). 
Drehung: -++ 1,52°. 
(d) 5 cem Blutkérperchenbrei 
+- 5 » physiol. Kochsalzlésung. 
Drehung: — 0,02°.) 

Anmerkung: Fiir jede Versuchsreihe wurde eine frisch hergestellte 
Dextrinlésung verwendet. Schon nach Stunden verandert sich mit der 
Zersetzung der Lésung deren Drehungswert. — Innerhalb derselben Ver- 
suchsreihe ist die Dextrinlésung natiirlich dieselbe. 


2. Analog dem vorhergehenden Versuch angestellt: 


cem Blutkérperchenbrei | 1 ccm 5°%/oige Dextrinlésung 
-+- 4 » physiol. Kochsalzlésung| -+- 9 » physiol. Kochsalzlésung. 
+ 1 » 8§°%/oige Dextrinlésung. 

Drehung: 0,42». | Drehung: + 0,39 °. 
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b) 5 cem Blutkérperchenbrei 2 ccm 5°%oige Dextrinlésung 
+3 » physiol. Kochsalzlésung| 8 » physiol. Kochsalzlésung. 
+2 » 8d°%/oige Dextrinlésung. 

Drehung: -+- 0,76°. Drehung: -+- 0,76”. 

c) ecm Blutkérperchenbrei 3 ccm 5°vige Dextrinlésung 
+2 » physiol. Kochsalzlésung | 7 » physiol. Kochsalzlésung. 
+3 » 5% Dextrinlésung. 

Drehung: -++ 1,17”. Drehung: -}+- 1,12°. 

Die geringen Differenzen zwischen den bestimmten und 
den berechneten Drehungswerten riihren von den fast unver- 
meidlichen Ungenauigkeiten bei der Pipettenfeststellung des 
Losungsgemisches her. 

Jedenfalls ergibt sich aus dem proportionalen : 
Verhalten der Drehungswerte mit der Menge des zuge- 
setzten Dextrins und aus dem Parallelversuch zu 2., 
daf eine Aufnahme von Dextrin durch die Blutkoérper- 


chen ausgeschlossen ist. 


ll. Wird die spezifische Drehung einer Dextrinlésung 
durch Blutplasma im Vergleich zu einer LOsung in 
Wasser resp. physiologischer Kochsalzlésung ver- 
andert? 

Der folgende Versuch zeigt, daf dies nicht der Fall ist. 

0,5 ccm 20°/o Dextrin enthaltende physiol. Kochsalzlésung : 

-+- 4,5 » physiol. Kochsalzlésung. — Drehung: -}+- 1,29°. 

0,5 » 20% ige Dextrinlésung (w. 0.) 

-++- 4,5 » Plasma (aus Hundeblut). — Drehung: -+ 0,20°. 


0,5 » physiol. Kochsalzlisung 
+ 45 » Plasma (w. Drehung: — 1,04°. 


lil. Nach welcher Zeit ist die injizierte Dextrinlésung “ 
q gleichmaBig im Blut verteilt, und nach welcher Zeit 
4 beginnt das Dextrin wieder aus dem Blut zu ver- 
3 schwinden? 

bi Aus der Beantwortung dieser Frage, welche durch die 
: nachfolgenden Versuche gegeben wird, erfahren wir, zu welchem 
" Zeitpunkt nach der Injektion der Dextrinlésung die Blutent- 
3 nahme zu erfolgen hat. 

Versuchstechnik. Beim aufgebundenen und nétigenfalls 
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narkotisierten Tier (Hund: Ather) wird eine bezw. werden beide 
V. jugulares freigelegt. Aus einer V. jugularis wird mittels 
einer mit spitzer Kantile armierten 10 ccm-Spritze Blut ent- 
nommen (bei Verwendung einer — von uns ausschlieBlich an- 
gewandten — 0,5 dm-Polarisationsroéhre geniigen 7—8 ccm) 
und alsbald in ein mit 0,01 g fein gepulvertem Ammonoxalat 
beschicktes Zentrifugierglas gebracht, welches zwecks Haémato- 
kritbestimmung graduiert ist. (Die Verwendung von Hirudin 
zu diesen Versuchen wire nur intraven6ds appliziert mdglich, 
bei Beschickung des Zentrifugierglases mit Hirudin tritt Triibung 
des Plasmas ein, durch welche die Ablesung im Polarisations- 
rohr erschwert wird.) Nun erfolgt die Injektion der Dextrin- 
ldsung in eine V. jugularis wiederum durch Einstich der Kaniile 
in die Vene — am zweckmifigsten mit einer Spritze, welche 
die gesamte zu injizierende Menge fat. Die Injektion soll 
moglichst gleichméBig und so rasch erfolgen, daf innerhalb von 
2maligem Kreislauf, d. h. innerhalb 30—40" die ganze Menge 
eingeflossen ist. Alsdann wird genau die bestimmte Zeit nach 
der Injektion zur 2. Blutentnahme abgewartet. Auch diese 
Manipulation darf nur méglichst wenig Zeit in Anspruch nehmen. 
Das entnommene Blut wird bis zum klar tiberstehenden Plasma 
zentrifugiert, letzteres abgegossen und mdglichst unverdiinnt 
polarisiert. 

Bei den ersten Versuchen erfolgte die Entnahme des 
Blutes aus beiden V. jugulares gleichzeitig, auferdem wurde 
nochmals zu verschiedenen Zeiten Blut entnommen. 

Notig ist weiter eine im Anfang des Versuchs vorzu- 
nehmende Bestimmung des spezifischen Gewichtes des Blutes 
(Hammerschlag). 

Fiir das Gelingen der Versuche ist es notig, daBb Gerinnsel- 
bildungen ganz vermieden werden, ferner darf das Plasma nicht 
himolytisch oder triibe sein. Zu vermeiden sind gedlte oder 
eingefettete Spritzen zur Blutentnahme resp. zur Injektion. Man 
erhiilt sonst leicht triibes Plasma. Wir zentrifugierten durch- 
schnittlich 3/4 Stunden. Das Plasma mu8 ganz klar sein, weil 
sonst die Sicherheit der Ablesung des Drehungsvermdgens 
stark beeintriichtigt wird. 
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Versuche an Hunden. 


1. Versuch. 


Kérpergewicht des Hundes: 6870 g. 
Spezifisches Gewicht des Blutes: 1055. 
1. Blutentnahme: 9,5 ccm. 
Hamatokritbestimmung: 4,1 ccm Blutkérperchen, 5,4 ccm Plasma. 
Drehung des Plasmas: — 1,85° (0,5-dm-Rohr). 
Injektion von 28 ccm 25°/oiger Dextrinlésung: Drehung -}- 13,7°. Dauer 
der Injektion 3 Minuten. 
Blutentnahme eine Minute nach erfolgter Injektion aus beiden V. jugulares 
gleichzeitig. Menge: je ca. 7 ccm. 
Drehung des Plasmas aus der rechten V. jugul.: — 0,50° 
> > > > linken » >» : — 052°. 
5 Minuten nach erfolgter Injektion erfolgte wieder eine Blutentnahme (3.) 
aus beiden V. jugulares. Menge: je ca. 7 ccm. 
Drehung (rechte V. jugul.): — 0,72° 
> (linke » ): — 0,76°. 


Aus diesen Resultaten ergibt sich zunichst, daf bereits 
zur Zeit der 3. Blutentnahme ein Teil des Dextrins aus dem 


Blut verschwunden ist. 
Legt man der Berechnung die bei der zweiten Blutentnahme 
erhaltenen Werte zugrunde, so erhalt man: 
085° 34 > 793 ccm Blut, entprechend einem Gewicht von 835 g. 
Die Gesamtblutmenge betragt '/s des Kérpergewichts = 12,1%. 


2. Versuch. 


Kérpergewicht des Hundes: 5090 g. 
Spezifisches Gewicht des Blutes: 1055. 


Hamatokritbestimmung: 8,8 ccm Blutsaule 
4.0  »  Blutkérperchen 


| 48 ccm Plasma. 


Dextrin: 25°joige Lésung: a = 16,40°. 


«4 des Plasmas vor der Injektion: — 1,28°. 
Injektion von 20 ccm Dextrin. Dauer der Injektion: 30”. 

Blut- I. (links == — 0,29° te 
1 Minute nach erfolgter Injektion. 
aus II. (rechts) a = — 0,28 
V.jugulares III. (links) a = — 130" 

IV. (rechts) a = — 0,38° 


V.( )a =—9050° 5 Minuten > > 
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20 - . = 601 ccm Gesamtblut 
__& 1055 (spez. Gew. des Blutes) 
= 634 g Blut 
= '/s des Kérpergewichtes 
= » 
3. Versuch. 


Korpergewicht des Hundes: 7630 g. 

Spezifisches Gewicht des Blutes: 1060. 

Hiimatokritbestimmung: 10,4 ccm Blutsiule 
4,9» Blutkérperchen 
5,5 ccm Plasma. 

a des Dextrins (25°/o) = -++ 15,72°. 

a des Plasmas vor der Injektion: — 1,52°. 

20 ccm Dextrinlésung innerhalb 40” injiziert. 

Klutentnahme aus beiden V. jugulares: 


I. (links) a == —0,78°. */4 Minuten nach erfolgter Injektion. 
II. (rechts) a — 0,79". 1 Minute > 
Ill. (links) a —0,85°. Minuten » > 
IV. (rechts) a = —0,92°. 4 » > » > 
V. (links) a =—1,04°. 6 > » > > 
VI. ( > ) a =—1,83°. 14 > » » » 
20: = 817 ccm Blut 


1060(spez. Gew. des Blutes) 
= 866 g Blut 
= '/ss = '/o des Kérpergewichts = 11,3°%o. 


Wir haben noch eine gréfere Anzahl von Bestimmungen 
an Kaninchen ausgefiihrt und auch hier die Anwendbarkeit der 
Methode festgestellt. Alle bisherigen Resultate fiihren zum 
Schlusse, es méglich ist, mit Hilfe der <optischen Methode» 
die Blutmenge am lebenden Tier und auch am Menschen fest- 
zustellen. Als Hauptbedingung ist aufzustellen, da8 die Blut- 
entnahme nicht spiter als innerhalb einer Minute nach 
erfolgter Injektion erfolgen darf. Die wesentlichste Fehler- 
quelle unserer Methode ist das Verschwinden des Dextrins aus 
der Blutbahn. Der letzte, oben angefiihrte Versuch zeigt, dab 
kein Unterschied im Drehungsvermégen des Plasma 45 und 
60 Sekunden nach der Injektion des Dextrins wahrnehmbar war. 
Nach 2'/s Minuten jedoch war bereits ein betrichtlicher Teil 
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des Dextrins verschwunden. Nach 14 Minuten ist nur noch 
ein geringer Teil des injizierten Dextrins im Plasma vorhanden. 
Wir hoffen, durch Synthese Verbindungen aufbauen zu kénnen, 
die ein hohes Molekulargewicht und ein hohes Drehungsver- 
moégen besitzen und zugleich kérperfremd sind. Wir denken 
hier speziell an hochmolekulare Polypeptide, an deren Aufbau 
Aminosauren beteiligt sind, die in der Natur nicht vorkommen. 
Es ist zu erwarten, dafi derartige Verbindungen wiahrend lingerer 
Zeit unverindert im Blute kreisen. Die allgemeine Anwendbar- 
keit der «<optischen Methode» zur Bestimmung der Blutmenge 
am lebenden Tiere miissen weitere Versuche ergeben. Wir 
haben auch die Absicht, Vergleiche mit anderen Methoden durch- 
zufiihren. So lat sich z. B. die CO-Methode in den gleichen 
Blutproben zur Anwendung bringen, die auch fiir die Bestim- 
mung des Drehungsvermégens des Plasmas dienen. Bei ganz 
exakten Versuchen muf natiirlich die injizierte Fliissigkeits- 
menge sowie die entnommene Blutmenge bei der Berechnung 
der gesamten Blutmenge genau beriicksichtigt werden, endlich 
wire auch eine exaktere Bestimmung des Verhiltnisses von 
Plasma zu Formelementen ndétig, als uns dies die uns zur Ver- 
fiigung stehende Zentrifuge gestattete. 
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Ein Beitrag zur Kenntnis des Vernins. 


Von 
E. Schulze. 


(Aus dem agriculturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 1. April 1910.) 


Von den in den Pflanzen von mir entdeckten Stickstoff- 
verbindungen ist das Vernin diejenige, welche am schwierigsten 
in einer zur eingehenden Untersuchung hinreichenden Quan- 
titat gewonnen werden konnte. Zwar fanden wir diesen Stoff 
in zehn verschiedenen QObjekten, naémlich in jungen griinen 
Pflanzen von Vicia sa‘'va, Lupinus albus und Trifolium pra- 
tense, in etiolierten Keimpflanzen von Cucurbita Pepo, in reifen 
Samen von Lupinus luteus und Arachis hypogaea, in unreifen 
Samen von Pisum sativum, im Bliitenstaub von Corylus avel- 
lana und Pinus silvestris, sowie im Mutterkorn.!) Aber nicht 
nur war der Verningehalt dieser Objekte stets sehr gering, 
sondern es zeigte sich auch, daB Materialien, die bei der ersten 
Verwendung Vernin lieferten, spéter versagten. Dies gilt z. B. 
fiir die jungen Pflanzen von Vicia sativa. Dieses Material, in 
welchem das Vernin entdeckt wurde, lieferte bei der ersten 
Untersuchung diese Stickstoffverbindung in nicht unbedeutender 

1) Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 80 und 326, sowie Bd. XLI, 8. 453; 
Landwirtschaftliche Versuchsstationen, Bd. XXXII], S. 89. Aus einigen 
der obengenannten Objekte wurde das Vernin nur in sehr kleiner Menge 
erhalten. Wir haben stets konstatiert, daf$ die von uns fiir Vernin er- 
klarten Substanzen das recht charakteristische Aussehen dieser Stickstoff- 
verbindung besafen und in den Reaktionen mit ihr tibereinstimmten; auch 
wurde stets nachgewiesen, dafs diese Substanzen beim Erhitzen mit ver- 
diinnten Mineralsiiuren Guanin lieferten. Nachdem festgestellt worden 
war, daf’ das Vernin beim Erhitzen mit Phloroglucin und Salzsiéure die 
Pentosanreaktion gibt, haben wir mit allen von friiher her noch in unserem 
Besitze befindlichen Verninpriiparaten diese Reaktion angestellt. Die Iden- 
litat aller jener Priparate wurde also soweit sichergestellt, wie die Ver- 
haltnisse es gestatteten. 
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Quantitat; wenigstens war die Ausbeute daran grOfer als aus 
irgend einem anderen Material. Als wir aber spater aus Pflanzen 
der gleichen Art, die in verschiedenen Vegetationsstadien ver- 
wendet wurden, Vernin zu gewinnen suchten, erhielten wir 
diesen Stoff entweder gar nicht oder doch nur in iduferst ge- 
ringer Quantitét. Ahnlich war es bei den Samen von Lupinus 
luteus und beim Mutterkorn; wir erhielten Vernin nur aus je 
einem Muster dieser Materialien, aus den spiter untersuchten 
Mustern dagegen nicht. Es scheint also, da diese Stickstoff- 
verbindung sich in den Pflanzen zwar hiaufig bildet, spéater 
aber wieder verbraucht wird und sich infolge davon nicht 
anhauft. 

Am gleichmafigsten war der Verningehalt bei 21/2 bis 
3 wochentlichen etiolierten Keimpflanzen von Cucurbita Pepo.') 
Aus diesem Material ist das Vernin dargestellt, das wir fiir 
die weiter unten beschriebenen Versuche verwendeten. Wir 
muBSten aber eine sehr grofe Anzahl von Kulturen solcher 
Keimpflanzen verarbeiten, um 1,8 g Vernin, die fiir jene Ver- 
suche uns zur Verfiigung stehende Quantitaét, zu gewinnen. 

Das fiir die erste, von E. Bosshard und mir?) ausgefihrte 
Untersuchung verwendete Vernin war aus jungen Pflanzen von 
Vicia sativa dargestellt worden. Wir wiesen damals nach, dab 
diese Stickstoffverbindung beim Erhitzen mit verdiinnter Salz- 
sdure Guanin liefert. Die uns zur Verfiigung stehende Ver- 
ninquantitat war aber nicht groB® genug, um feststellen zu 
kénnen, was fiir ein Produkt neben Guanin aus dem Vernin 
entstand.*) Nachdem N. Castoro und ich‘) im Jahre 1904 
aus den Samen von Lupinus luteus und Arachis hypogaea eine 
kleine Quantitét von Vernin dargestellt hatten, suchten wir 


*) Die Ausbeute war auch hier schwankend, doch mapas alle 
Kulturen solcher Keimpflanzen Vernin. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. X, S. 80. 

8) Die bei Zersetzung des Vernins erhaltene Fliissigkeit wurde da- 
mals auf Zucker gepriift, doch mit negativem Erfolge. Der Grund fiir 
dieses negative Resultat liegt wahrscheinlich darin, dafi durch die ziemlich 
starke Salzséure, die wir in den ersten Versuchen auf das Vernin einwirken 
liefhen, die Pentose zersetzt worden war. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 458. 
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diese Liicke auszufiillen. Wir fanden, daB bei der Spaltung 
des Vernins durch verdiinnte Schwefelsaéure eine Zuckerart ent- 
steht. DaB dies eine Pentose sei, konnten wir fiir sehr wahr- 
scheinlich erkléren; denn das Vernin gibt beim Erhitzen mit 
Phloroglucin und verdiinnter Salzsiure eine rein kirschrote 
Fliissigkeit. Wir konnten aber die Pentose nicht naher unter- 
suchen, weil die damals zur Verfiigung stehende Verninquantitat 
zu gering war. Die beziiglichen Versuche wurden wieder auf- 
genommen, nachdem ich aus Keimpflanzen von Curcurbita Pepo 
1,8 g Vernin gewonnen hatte. Zunichst wurde festgestellt, dab 
beim Erhitzen des Vernins mit verdiinnter Salzséure Furfurol 
entsteht. Das dabei erhaltene Destillat besafB den Geruch des 
Furfurols und rétete ein mit Anilinacetat befeuchtetes Papier: 
auch gab es mit Phloroglucin eine starke Fallung. Letztere 
war unldslich in Alkohol, woraus hervorgeht, daB kein Methyl- 
furfurol eutstanden war. Das Gewicht des in einem Versuche 
mit ca. 0,1 g Vernin erhaltenen Phloroglucids entsprach der An- 
nahme, daf das Vernin ungefaéhr50°/oPentosan enthilt. Diese Zahl 
kann aus verschiedenen Griinden nicht als genau bezeichnet 
werden; sie fiihrt aber zu der Schluffolgerung, ungeféahr 
die Halfte der Produkte der Hydrolyse des Vernins aus Pen- 
tose besteht. Dies steht in Ubereinstimmung mit der schon 
im Jahre 1904 von uns (loc. cit.) ausgesprochenen Annahme, 
daB das Vernin ein nach der Formel C,,H,,N;0, zusammen- 
gesetztes Guanin-Pentosid ist. 

Zur Darstellung der Pentose verwendeten wir ein Quan- 
tum von 1,223 g Vernin. Wir erhitzten dasselbe eine Stunde 
lang mit ca. 150 ccm 1°/oiger Schwefelséure am_ RiickfluB- 
kiihler. Aus der erkalteten Fliissigkeit schied sich Guaninsulfat 
in diinnen, zu Gruppen vereinigten Prismen aus. Entsprechend 
den tiber sein Verhalten in den Handbiichern sich findenden 
Angaben verlor dieses Salz bei Behandlung mit heifem Wasser 
die Schwefelsiiure und verwandelte sich in Guanin. Die vom 
Guaninsulfat abgegossene Loésung wurde mit Baryumhydroxyd 
neutralisiert, der dabei entstandene Niederschlag, welcher noch 
(Giuanin einschlof, abfiltriert. Da das Filtrat noch etwas Guanin 
enthielt, so versetzten wir es mit reinem Silbersulfat. Das Fil- 
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trat von dem durch dieses Reagens hervorgebrachten schwachen 
Niederschlage wurde durch Einleiten von Schwefelwasserstoff 
vom Silber befreit, dann schwach erwarmt und nun mit Baryum- 
hydroxyd genau neutralisiert. Das Filtrat vom Baryumsulfat 
wurde in gelinder Wirme stark eingeengt. Es war anfangs 
ganz farblos, farbte sich aber schlieBlich etwas gelb und wurde 
daher mit einer kleinen Menge von Tierkohle versetzt. Die von 
der Kohle abfiltrierte, farblose Lésung wurde auf ein Volumen 
von 10 cem gebracht und sodann in einem Soleil-Ventzke- 
schen Polarisationsapparate untersucht. Sie erwies sich als 
linksdrehend, und zwar wurde eine Drehung von 5 5° (bei 18 
bis 19° C.) beobachtet. Die Losung wurde nun in e.. 1 flachen 
Porzellanschilchen eingedunstet, der Verdampfungsriickstand 
im Vacuum-Exsikkator so vollstandig wie méglich ausgetrocknet. 
Sein Gewicht betrug 0,533 g (nach der Berechnung konnte die 
fiir den Versuch verwendete Verninquantitét 0,579 g Pentose 
liefern; die Differenz erklart sich aus unvermeidlichen kleinen 
Verlusten). Unter der, ohne Zweifel nicht ganz genau zutreffen- 
den Voraussetzung, dafi jener Verdampfungsriickstand nach dem 
Trocknen kein Wasser mehr enthielt, berechnet sich fiir den 
darin enthaltenen Zucker ein spezifisches Drehungsvermégen 
von — 17,7° (bei 18—19° C.). Krystallisiert haben wir den 
Zucker bis jetzt nicht erhalten kénnen. Selbstverstiindlich kann 
die vorstehende Zahl nicht als ein genauer Ausdruck fiir das 
spezifische DrehungsvermOgen des im Sirup vorhandenen Zuckers 
hingestellt werden: denn dieser Sirup kann auch nach dem 
Austrocknen im Vacuumexsikkator kaum ganz wasserfrei ge- 
wesen sein. Wahrscheinlich liegt daher das Drehungsvermogen 
jenes Zuckers etwas hoher. 

Wir bestimmten ferner die Léslichkeit des Vernins in 
Wasser. Fiir die beziiglichen Versuche verwendeten wir zwei 
durch mehrfaches Umkrystallisieren gereinigte Verninproben. 
Sie wurden in heifem Wasser gelést; abgewogene Quantititen 
der nach 24 Stunden bei einer Temperatur von 17—18° C. 
von den ausgeschiedenen Krystallen abfiltrierten LOsungen wur- 
den in Wageglaschen eingedunstet, die Verdampfungsriickstiinde 
nach dem Trocknen gewogen. Wir erhielten folgende Zahlen: 
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a) 13,0927 g Lésung gaben 0,0101 g Riickstand. 
b) 13,0414 » > »  0,0097 » » 

Aus diesen Zahlen ergibt sich, daf ein Teil Vernin 1295 
bis 1343 T., im Mittel 1320 T. Wasser von 17—18° zur 
Lésung bedurfte. Das Vernin ist also in kaltem Wasser wenig 
loslich; in kochendem Wasser lést es sich dagegen in reich- 
licher Menge. Die grofe Differenz zwischen der Léslichkeit 
in kaltem und in heifem Wasser hat zur Folge, daf aus einer 
in der Hitze bereiteten wasserigen Verninl6sung schon wah- 
rend des Erkaltens Krystalle in reichlicher Menge sich abscheiden. 

Bei Untersuchung einer 5°/oigen Lésung des Vernins in 
verdiinnter Schwefelséure im Soleil-Ventzkeschen Polari- 
sationsapparat konnten wir eine Drehung nicht konstatieren; 
falls die Lésung optische Aktivitét besaB, so war letztere doch 
ohne Zweifel sehr gering. Dagegen erwies sich eine Lésung des 
Vernins in '/10-Normalnatronlauge als stark linksdrehend; fiir 
eine ca. 2°/oige Lésung wurde [a]? bei 20°C. = — 60° ge- 
funden. 

Die im vorigen beschriebenen Versuche wurden unter 
Mitwirkung von Dr. G. Trier von mir ausgefihrt. 

Die weiter unten niher besprochene Tatsache, auBer 
dem Vernin noch andere Pentoside des Guanins und verwandter 
Basen in den Organismen sich finden, veranlaBt mich, die bei 
der Identifizierung des Vernins in Betracht kommenden Eigen- 
schaften dieses K6rpers hier kurz anzugeben. Aus einer Losung 
in heifZem Wasser krystallisiert das Vernin schon wahrend des 
Erkaltens in diinnen Nadeln oder flachen Prismen; bringt man 
dieselben auf ein Filter, preft letzteres zwischen Papier und 
trocknet es, so bilden die Krystalle eine zusammenhangende 
atlasgliinzende Masse, die sich wie ein Blatt vom Filter ablost. 
Sie sind nach der Formel C,,H,,N,0;-+-2 H,O zusammengesetzt. 
In kaltem Wasser sind sie wenig ldslich (conf. die oben ge- 
machten Angaben). Sie lésen sich sowohl in Alkalien, wie in 
verdiinnten Mineralséuren. Doch bedarf es zur Loésung einer 
ziemlich grofen Quantitiét stark verdiinnter Schwefelsdure; 20 T. 
1°/oiger Schwefelsiiure geniigen nicht zur Lésung von 1 T. 
Vernin. In absolutem Alkohol lésen sie sich nicht. Die wasse- 
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rige Losung gibt mit Phosphorwolframsiure unter Zusatz von 
Salzsaiure oder Schwefelsdure eine Fallung. Silbernitrat bringt 
darin einen durchsichtigen, gallertartigen Niederschlag hervor, 
der in Ammoniakfliissigkeit sich lést; auch Mercurinitrat gibt 
eine Fallung. Versetzt man eine wisserige Verninlésung mit 
Pikrinséure, so scheidet sich nach kurzer Zeit ein Pikrat in 
kleinen Krystallaggregaten aus; unter dem Mikroskop erscheinen 
die Krystalle als feine, zu Biischeln oder Sternen vereinigte 
Nadeln (ihr Schmelzpunkt wurde bei ca. 190° gefunden). Uber 
das spezifische Drehungsvermégen des Vernins habe ich schon 
oben Angaben gemacht. Beim Erhitzen mit Phloroglucin und 
Salzséure gibt das Vernin eine kirschrote Fliissigkeit. Durch 
Mineralsduren wird es leicht hydrolysiert: schon einstiindiges 
Erhitzen mit 1°/oiger Schwefelsdéure geniigt, um es zu spalten. 
Das dabei entstehende Guanin l&Bt sich leicht isolieren und an 
seinen Reaktionen erkennen. 

In den letzten Jahren sind mehrere Verbindungen von 
Alloxurbasen mit Pentosen beschrieben worden; es ist von 
Interesse, sie mit dem Vernin zu vergleichen. Ich nenne hier 
zunichst das von K. Andrlik') aus Melasse und Melasseabfall- 
lauge durch Erhitzen mit Kupfersulfat und Natron zur Ab- 
scheidung gebrachte Guaninpentosid. Bei der Hydrolyse liefert 
es neben Guanin eine linksdrehende Pentose, fiir welche 
ja|/? = — 16,7° gefunden wurde. Andrlik erklart diesen 
Korper fiir verschieden vom Vernin; in der Tat differieren die 
beiden Stoffe nach den vorliegenden Angaben in ihren Eigen- 
schaften in bezug auf mehrere Punkte so bedeutend, daf sie 
nicht identisch sein kénnen. Es ist nun darauf aufmerksam zu 
machen, daf O. E. v. Lippmann?) aus Melasse einen Stoff 
isoliert hat, den er fiir identisch mit Vernin erklairen konnte. 
Es scheint also, daf Zuckerriiben verschiedener Provenienz 
zwei von einander verschiedene Guaninpentoside enthalten. 


1) Chemiker-Zeitung, 1909, S. 637; Referat nach einem auf dem 
3. internationalen Kongrefs fiir angewandte Chemie in London im Jahre 1909 
gehaltenen Vortrage. 


*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXIX, S. 2653. 
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Sehr abnlich dem Vernin ist das von Levene und Jacobs!) 
durch Spaltung von Nucleinséure dargestellte Guanosin, 
C,,H,,N,0; -+- 2 H,O. Bei der Hydrolyse liefert dieser Kérper 
Guanin und eine Pentose, ftir welche [a]? = — 19° gefunden 
wurde. Das Guanosin ist in alkalischer Lésung stark links- 
drehend, und zwar wurde |a|? = — 60° gefunden. Es sind 
uns zurzeit keine Tatsachen bekannt, die im Widerspruch mit 
der Annahme stehen, daf Guanosin und Vernin identisch sind; 
wir werden uns aber bemiihen, diese Frage durch neue Ver- 
suche mit volliger Sicherheit zu entscheiden. 

Ferner will ich hier noch erwiéhnen, daB das im Carnin 
enthaltene Inosin als ein Pentosid des Hypoxanthins erkannt 
worden ist.?) 

Zum Schluf will ich noch einige bemerkungen tber das 
zur Darstellung des Vernins von uns angewendete Verfahren 
machen. Wiisserige Extrakte aus den auf Vernin zu unter- 
suchenden Objekten wurden, nachdem sie zuvor von den durch 
Bleiessig fiillbaren Substanzen befreit worden waren, mit einer 
Mercurinitratl6sung versetzt. Die durch dieses Reagens hervor- 
gebrachten Niederschliage wurden abfiltriert, mit kaltem Wasser ge- 
waschen, zwischen FlieBpapier abgepreBt, dann mittels Schwefel- 
wasserstoff zersetzt. Die Filtrate vom Schwefelquecksilber engten 
wir, nachdem sie neutralisiert worden waren, auf ein geringes Vo- 
lumen ein; wir trugen Sorge dafiir, dai wahrend des Eindunstens 
die Reaktion der Lésungen neutral blieb. Aus den stark ein- 
geengten Fliissigkeiten schied sich nach dem Erkalten das Vernin 
aus, und zwar in vielen Fillen anfangs als Gallerte; letztere 
lieferte dann nach dem Wiederauflésen in Wasser Krystalle. 
Der Mercurinitratniederschlag kann neben Vernin noch manche 
andere Substanzen enthalten, z. B. Asparagin, Glutamin, Ar- 
ginin und Tyrosin. Wegen seiner Schwerléslichkeit in Wasser 
lift sich das Vernin leicht vom Asparagin, Glutamin und Ar- 
ginin trennen. Aber auch seine Trennung von dem Tyrosin, 
das sich speziell in den bei Verarbeitung von Kiirbiskeimpflanzen 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLII, 8. 2102 und 3247 (1909). 
*) Monatshefte fiir Chemie, Bd. XXIX, S. 157 (1908); Bd. XXX, 


S. 147 und 377 (1909). 
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erhaltenen Mercurinitratniederschligen in kleiner Menge vor- 
findet, bietet keine Schwierigkeit dar. Denn das Vernin scheidet 
sich aus den bei Zerlegung jener Niederschliige erhaltenen 
Lésungen meistens vor dem Tyrosin aus. Gesetzt aber, dal 
anfangs das Vernin durch etwas Tyrosin verunreingt ist, so 
kann man es davon befreien, indem man es in heibem Wasser 
list und die beim Erkalten sich ausscheidenden Krystalle nach 
kurzer Zeit abfiltriert und zwischen Filtrierpapier abpreft; das 
Tyrosin geht dann in die Mutterlauge tiber. Das in solcher 
Weise aus Kiirbiskeimpflanzen dargestellte Vernin erwies sich 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Wasser als ganz frei 
von Tyrosin, wie aus seinem Verhalten gegen das Millonsche 
Reagens zu erkennen war. 

Nach einem, mit einer sehr kleinen Verninmenge von mir 
ausgefitihrten Versuche kann man diese Stickstoffverbindung 
auch durch Erhitzen mit Kupfersulfat und Natronlauge zur Ab- 
scheidung bringen. In dem Filtrat von dem durch diese 
Reagenzien erhaltenen Niederschlage konnte ich Vernin nicht 
mehr nachweisen. Als ich den Niederschlag mittels Schwefel- 
wasserstoff zersetzte, die durch Filtration vom Schwefelkupfer 
getrennte Fliissigkeit sodann mit Schwefelsaéure erhitzte und 
hierauf mit Fehlingscher Lésung priifte, konnte die Anwesen- 
heit eines diese LOsung reduzierenden Zuckers konstatiert werden, 
woraus man wohl schliefen darf, daB das Vernin in den Nieder- 
schlag eingegangen war. Dasselbe scheint also in dieser Be- 
ziehung mit dem von Andrlik (loc. cit.) dargestellten Guanin- 
pentosid tibereinzustimmen. 

Nachschrift. Es sei hier erwahnt, dab die in F. Czapeks 
Biochemie der Pflanzen an drei Stellen sich findenden Angaben 
liber das Vernin meinen und meiner Mitarbeiter Anteil an den 
beziiglichen Untersuchungen nicht ganz im richtigen Lichte er- 
scheinen lassen. Es heifit dort in Bd. II, auf'S. 70: «Erwiéhnens- 
wert ist seine (des Guanins) Entstehung aus Vernin bei Behand- 
lung mit Salzsiiure (Lippmann).» Daf bei der Spaltung des 
Vernins Guanin entsteht, ist aber nicht von O. E. v. Lipp- 
mann, sondern von mir entdeckt worden (eine Angabe dariiber 
ist auBer in der von mir in Verbindung mit E. Bosshard 
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publizierten Abhandlung friiher schon in dieser Zeitschrift, 
Bd. IX, S. 444 gemacht worden). Zweitens heift es in dem 
oben genannten Werke auf S. 80 «Vernin ist im Mutterkorn 
aufgefunden worden (vgl. Fltickiger, 1. c., S. 299).» Auch 
das Vorkommen von Vernin im Mutterkorn ist von uns (Diese 
Zeitschrift, Bd. X, S. 80) nachgewiesen worden. Drittens heift 
es ebenda auf S. 179: «Eine beim Kochen mit Salzséure Guanin 
liefernde Verbindung ist das Vernin, dessen Konstitution noch 
unbekannt ist und welches in geringer Menge von Schuize 
und Bosshard recht verbreitet in Keimlingen aufgefunden 
worden ist» .. . .; (dann folgt eine Beschreibung der Eigen- 
schaften des Vernins). Wer diese Angaben nacheinander liest, 
wird daraus nicht mit Sicherheit erkennen kénnen, von wem 
das Vernin entdeckt und zuerst auf seine Spaltungsprodukte 
untersucht wurde. Es wird aber leicht sein, in einer neuen 
Auflage des oben genannten, geschiitzten Werkes diese An- 
gaben so zu erginzen, daf in bezug auf jenen Punkt keine 
Unsicherheit bleibt. Zu der dritten Angabe bemerke ich noch, 
daB es nicht Keimlinge, sondern junge griine Pflanzen von Vicia 
sativa und Trifolium pratense waren, aus denen E. Bosshard 
und ich Vernin darstellten; tiber Herkunft und Beschaffenheit 
dieser Pflanzen sind in den Landwirtschaftlichen Versuchs- 
stationen, Bd. XXXIII, S. 97 ff. néihere Angaben gemacht worden. 
AuSerdem fand ich (Journal fiir praktische Chemie [2] Bd. XXXII, 
S. 447) Vernin in etiolierten Keimpflanzen von Cucurbita Pepo. 
Zur Vervollstindigung der auf das Vernin sich beziehenden 
Literaturangaben sei hier noch erwahnt, daf F. Ullik (Chemisches 
Zentrallblatt 1887, S. 828) im Gerstenmalz eine Substanz fand, 
die er fiir identisch mit Vernin erklaéren konnte. 
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Notiz zum Nachweis peptolytischer Fermente in Tier- und 
Pflanzengeweben. 
Von 


Emil Abderhalden. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Marz 1910.) 


Wie kirzlich hervorgehoben worden ist,!) bereitet der 
einwandfreie Nachweis von peptolytischen Fermenten im Tier- 
und Pflanzenreich oft groBe Schwierigkeiten. Bei Zellen, deren 
Wiinde sich leicht durch Zerreiben mit Qarzsand zerstéren lassen, 
kann man derartige Fermente im allgemeinen ohne Schwierig- 
keiten mit Hilfe von mit dem Buchnerschen Verfahren darge- 
stelltem Prefisafte nachweisen, doch ist diese Methode umstiind- 
lich und zeitraubend. Zu orientierenden Versuchen ist folgendes 
Verfahren zu empfehlen. Die zu untersuchenden Organe werden 
— falls es sich um Tiergewebe handelt, nach vorheriger Ent- 
fernung des Blutes — in diinne Schnitte zerlegt, oder es wird 
auch nur eine Schnittflache angelegt. Nun wird das Gewebs- 
stiick in eine 25°/vige Lésung von Seidenpepton gelegt und 
das Priparat nach Uberschichtung der Liésung mit Toluol in 
einem verschlossenen Gefa$ in den Brutschrank gebracht. Oft 
beobachtet man schon nach 12 Stunden reichliche Abscheidung 
von Tyrosinkrystallen. Sie treten in erster Linie an den Schnitt- 
flichen auf. Man kann auch die Seidenpeptonlésung in die 
Organe hineinsaugen und dann beobachten, ob in den Zellen 
Tyrosinausscheidung erfolgt. Vielleicht wird es mit dieser Me- 
thode méglich sein, die Art der Verteilung der peptolytischen 
Fermente auf einzelne Zellen zu beobachten. Jedenfalls ge- 
stattet diese einfache Methode in relativ kurzer Zeit und ohne 


') Emil Abderhalden und Hans Pringsheim, Beitrag zur 


Technik des Nachweises intracellulirer Fermente. Diese Zeitschrift, Bd. LXV, 
S. 180, 1910. 
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jede Apparatur vergleichende Untersuchungen tiber den Gehalt 
bestimmter Gewebe an peptolytischen Fermenten anzustellen. 
Es ist die Méglichkeit gegeben, normale und pathologische 
Gewebe zu vergleichen und ganz allgemein orientierende Ver- 
suche iiber den Funktionszustand bestimmter Gewebe zu machen. 
Vorlaufige Untersuchungen haben ergeben, Niere, Lunge, 
Diinndarm und Ovarium eine ganz besonders reiche Tyrosin- 
abscheidung zeigen, wihrend die Muskeln ein bedeutend ge- 
ringeres Spaltvermégen aufweisen. Alle untersuchten Organe 
gaben eine Spaltung. Es ist nicht empfehlenswert, die Dauer der 
Versuche iiber mehr als 3—4 Tage auszudehnen. Auch in 
Pflanzengeweben lassen sich mit diesem Verfahren peptolytische 
Fermente nachweisen. Man wird ohne Zweifel auch feststellen 
kénnen, in welchem Stadium der Keimung zuerst aktive pep- 
tolytische Fermente nachweisbar ist. 

Ein anderes Verfahren, das speziell zum mikrochemischen 
Nachweis von peptolytischen Fermenten wertvoll ist, beruht 
auf der von Kempe und mir!) gemachten Beobachtung, dai 
Polypeptide, welche Tryptophan enthalten, mit Bromwasser 
keine Violettfarbung geben. Erst, wenn Tryptophan abgespalten 
wird, tritt die Reaktion auf. Wir haben damals schon hervor- 
gehoben, dafi das Auftreten der Tryptophanreaktion sich direkt 
dazu verwenden laft, um den Gang der Hydrolyse derartiger 
Polypeptide unter der Einwirkung peptolytischer Fermente zu 
verfolgen.?) Die damals in Aussicht gestellte Mitteilung tiber 
Untersuchungen, die Verwendbarkeit tryptophanhaltiger Poly- 
peptide zum Nachweis peptolytischer Fermente betreffend, ist 
durch die Arbeit von O. Neubauer und Hans Fischer?) 
zum Teil iiberfliissig geworden. Glycyl-l-tryptophan, |I-Trypto- 
phyl-glycin, d-Alanyl-l-tryptophan, l-Leucy]-l-tryptophan, |-Leucyl- 
glycyl-l-tryptophan, |-Tryptophyl-d-glutaminsaure werden durch 

7 1) Emil Abderhalden und Martin Kempe, Synthese von Poly- 
peptiden. XX. Derivate des Tryptophans. Ber. der Deutsch. chem. Ges., 
Jg. XL, S. 2737. 1907. | 

*) 1c, S. 2740. 

°) Otto Neubauer und Hans Fischer, Uber das Vorkommen 


eines peptidspaltenden Ferments im carcinomatiésen Mageninhalt und seine 
diagnostische Bedeutung. Archiv f. klin. Medizin, Bd. XCVII, S. 499, 1909. 
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Pankreassaft, Hefeprefsaft und verschiedene Organprefsiifte 
gespalten. Die Feststellung der Spaltung erfolgte auf optischem 
Wege. Die tryptophanhaltigen Polypeptide eignen sich nicht 
so gut zu Untersuchungen mit tierischen Geweben, weil zu 
leicht Taéuschungen dadurch entstehen kénnen, da durch 
Autolyse Tryptophan aus den Proteinen der Zellen abgespalten 
werden kann. Will man die Spaltung eines bestimmten tryp- 
tophanhaltigen Polypeptids durch die Fermente eines Organes 
nachweisen, dann miissen ausreichende Kontrollversuche ohne 
Polypeptidzusatz ausgeftihrt werden. Will man dagegen nur 
auf die Anwesenheit von peptolytischen resp. proteolytischen 
Fermenten priifen, dann ist es schlieflich gleichgiiltig, woher 
das Tryptophan, von dessen Abwesenheit man sich vorher iiber- 
zeugt hat, stammt. Im allgemeinen diirften Versuche mit Seiden- 
pepton in diesen Fallen geeigneter sein, weil das ausgeschiedene, 
makroskopisch sichtbare Tyrosin in erster Linie aus dem 
tyrosinreichen Seidenpepton stammen mubB. 

Zur Priifung auf das Vorhandensein von peptolytischen 
Fermenten im Pflanzengewebe sind dagegen tryptophanhaltige 
Polypeptide sehr geeignet. Wir benutzten zu den Vorversuchen 
eine 10°/oige Glycyl-l-tryptophanlésung. Sie gab mit Brom- 
wasser keine Reaktion. Wir legten Schnitte durch verschie- 
dene Teile einer Pflanze an und brachten sie dann in die 
senannte Lésung, die mit Toluol tiberschichtet war. Nach 12, 
24, 36 und 48 Stunden entfernten wir die Schnitte und priiften 
die Losung auf Tryptophan. Die Bromreaktion fiel meist positiv aus. 
Ferner setzten wir die Schnitte, nachdem wir sie abgespilt hatten, 
Bromdimpfen aus. Wir erhielten in vielen Falken eine schéne 
Violettfarbung und zwar lieB sich diese genau _lokalisieren. 
sei Schnitten durch den Stamm zeigten speziell die Gefaife 
Violettfarbung. Man kann auch die Glycyl-l-tryptophanlésung 
durch die Pflanze durchsaugen und wiederum die Lésung priifen 
und die einzelnen Organe in Schnitten. Auf diesem Wege 
sich eine auf8erst rasch erfolgende Spaltung nachweisen. 
Das vorliegende Material ist zu gering, um jetzt schon bestimmte 
SchiuBfolgerungen iiber die Lokalisation der Fermente zu er- 
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Uber das Verhalten von Mono-palmityl-l-tyrosin, Distearyl-I- 
tyrosin und von p-Aminotyrosin im Organismus des 
Alkaptonurikers. 


Von 


Emil Abderhalden und Rudolf Massini. 


(Aus der medizinischen Klinik in Basel und dem physiologischen Institute der tier- 
airztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Marz 1910.) 


Bondi und seine Schiiler!) haben eine Anzahl von Ver- 
bindungen dargestellt, die Kombinationen von Aminosiuren 
und Fettsiuren darstellen. Analoge Korper sind spiater auch 
von Funk und dem einen von uns?) beschrieben worden. 
Es war von Interesse, zu erfahren, ob derartige Verbindungen 
von den Zellen in ihre Komponenten zerlegt werden. Diese 
Frage schien uns am raschesten und einwandfreiesten mit Hilfe 
eines mit Alkaptonurie Behafteten zu entscheiden zu_ sein. 
Wiahlte man Kombinationen von aromatischen Aminosiiuren 


mit Fettsiiuren, dann mufte die Verfolgung der Menge der 


ausgeschiedenen Homogentisinséuren, bei im iibrigen gleicher 
Kost und Zulage der betreffenden Verbindung AufschluB tiber 
den Abbau derartiger Kérper geben. Leider scheinen diese 
Verbindungen fiir den Organismus nicht ganz gleichgiiltig zu 
sein. Wenigstens schien der Stoffwechsel nach Eingabe des 
Monopalmityl-l-tyrosins und des Distearyl-l-tyrosins gestért zu 
sein. Es dauerte lingere Zeit, bis wieder eine einigermafen 


') S. Bondi, Uber Lipoproteide und die Deutung der degenerativen 
Zellverfettung. I. Lipopeptide, ihre Bedeutung, Synthese und Eigenschaften 
(Lauryl-glycin und Lauryl-alanin). Biochem. Zeitschr., Bd. XVII, S. 543. 
1909. IIL, Ebenda, S, 553, und IV., S. 55d. 

*) Emil Abderhalden und Casimir Funk, Derivate von Amino- 
siuren. II. Mitt. 2. Verbindungen mit Fettsiéiuren. Diese Zeitschrift, Bd. LXV, 
S. 61, 1910. 
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Standartkost 13.—25. VIL. 
Versuche 
7h a.m. Kaffee 250 
Milch 250 
Brot, Graham 50 oo 
Butter 15 
10h a.m. Bouillon 250 ; 
Fj 50 (48—52) do. 2 dl Rotwein 
12h Bouillon 250 
Rindfleisch 100 
Salat 70 
Kartoffeln 140 do. 
Brot 45 
Apfel 100 
Rotwein 2 dl 
3h p.m. Kaffee 250 
Milch 250 
Butter 15 do. 
Kase 30 
Brot 45 
7h p.m. Schinken ohne Fett 60 
Kase 30 
Bier 500 do., kein Kase 
Brot 45 
1 Siphon 
N 
Kaffee 500 ccm 
Milch 500» 25 g 
Brot 185 g 1,9 » 
Butter 30 » 0,03 » 
Bouillon 500 ccm 0,3 
Ei 50 g 1,1 >» do. 
Fleisch 100 » 4.9 » 
Salat 70 » O,4 » 
: Kartoffeln 140 » 0,7 > | 
Rotwein ccm | 400 com 
Apfel 100 g | 
Schinken » 2,88 » | 
(2 Kise 61 > 2,58 » | 
Bier 500 0,5 > 
: : 17,79 g N 17,79 
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Datum stick- 
menge] Gew. pred stoff 
12. VIL. 1500] — | s0/ — | — 
13,/14. 1850] — | 93 | 74 | 124 
14/15. 2340 | 1023] 83 | 7,98] 15,1 
15,/16. 22401 1070] 8,7 | 8,04] 16.2 
16/17. | 2000 | 1025 | 10,0 | 824] 15,7 
17,/18. 5 g L-Tyrosin 2680 | 1020] 9,9 | 1082] 158 
18./19. 2170 | 1022 | 10,25) 9,18] 166 
19./20. 1830 | 1079 | 10.5 | 7,92] 13.9 
20,/21. 2250 | 1024] 93 | 863] 169 
21./22. 5 g Mono-palmityl-l-tyrosin} 2550 | — 8,5 8,92] 16,6 
22/23. 2,2 Tyrosin 2170 | 1020] 9,9 | 8,86| 15,5 
23,/24. 1920 | 1024] 12 | 95 | 163 
24./25. 1760 | 1024 | 12.3 | 8,82] 15.2 
25./26. 2340 | 1022] 9,3 | 8,97] 17,7 
26/27. 2330 | 1022] 92 | 8,83] 161 
97/28. 2190 | 1022 | 10.0 | 9,03] 15,33 
28./29. 2380 | 1022] 98 | 9,61] 17,99 
29/30. 2310 | 1022 | 10,0 | 9,53] 161 
30./31. 2310 | 1022 | 93 | 8,80] 169 
31,/1. VIL. 2230 | 1022 | 9,7 | 89 | 15,7 
1,/2. 1710 | 1025 | 16,6 | 10,3 | 15,3 
2/3. 2290 | 1022 | 10,1 | 95 | 169 
3./4. 4@ 1-Tyrosin 2820 | 1019 | 10,1 | 11,74] 15,0 
4,/5. 2730 | 1021] 7,8 | 8,92] 15,9 
5./6. 2260 | 1021] 93 | 864] 159 
6./7. 2040 | 1024 | 10,5 | 8,73] 20,4 
7/8. 1720 | 1024] 122 | 865] 15.2 
8./9. 1760 | 1025 | 120 | 8,69] 17,1 
9./10. 1630 | 1023 | 12.0 | 8,07] 15,9 
2350 | 1017] 9,5 | 919] 190 
11,/12. Stull | 2400 | 1016 | 83 | 821] 168 
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Uber das Verhalten von Mono-palmityl-l-tyrosin usw. 


Homogentisin- 


be Harn- 
Harn- | Spez. siiure 
menge] Gew. stoff 

12./13. VIL 2030 | 1018 | 9,9 | 8,79] 15.6 
13./14. 1870 | 1019] 10.9 | 8,39] 17,6 
14./15. 1780 | 1018] 11,0 | 8,06] 155 
15./16. 1960 | 1019 | 10,0 8,08] 15.9 
16./17. 1890 | 1020 | 10,7 | 8,32] 17,3 
17./18. 1730 | 1021] 11,5 | 82 | 169 
18./19. 1850 | 1019 | 10.2 7,78] 15,9 
19./20. 5 g dl-Phenylalanin 2610 | 1014 | 9.3 | 10,00] 18.1 
20,/21. 1990 | 1016 |} 99 | 812] 14,7 
21/22. 204) | 1016] 9,3 7,81] 15,7 
22/23. 2510 | 1017 | 7, 7,54] 16,7 
23/24. 2170 | 1015 |] 85 | 7,61] 140 
24./25. 2310 | 1016 | 80 | 7,62] 17,1 
25/26. 2240 | 1016] 83 | 7,67] 169 
26./27. 2,7 g Aminotyrosin 2310 | 1016 | 9,2 9,76] 16,7 
27/28. 2530 | 1017] 7,5 | 78 | 17,0 
28/29, 2460 | 1015} 7,3 | 7,9 | 165 
29/30. 2520 | 1016 | 7,5 | 7,79] 17,1 
30./31. 2190 | 1015] 83 | 7,49] 161 
Harn- | Spez. 
. 

1909 ccm | in g 

3/4. XI. 2010 | 2019 | 84 | 7,0 | 16,1 
4.15, 2280 | 1017] 7,0 | 66 | 163 
2690 | 1017] 58 | 7,5 | 185 
6./7. 2010 |} 1018 | 7,7 | 64 | 155 
1980 | 1013 |] 85 | 69 162 
8./9. 1910 | 1019 | 85 67 | 160 
9.10. 5 g Aminotyrosin 2980 | 1015 | 7,9 9.7 | 168 
10./11. 1870 | 1020] 94 7,6 | 15.6 
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144 E. Abderhaldenu. R. Massini, Uber Mono-palmityl-l-tyrosin usw. 


konstante Ausscheidung von Homogentisinsaure erreicht war. 
Es ist méglich, daB auch andere Faktoren mitwirkten. Es geht 
aus unseren Versuchen deutlich hervor, dai die Verabreichung 
der Tyrosinfettsiiureverbindungen eine Steigerung der Homo- 
gentisinsiureausscheidung zur Folge hatte. Die einfachste Er- 
klirung dieses Befundes ist die, daf die Fettsiure-Aminosaure- 
verbindung im intermediéiren Stoffwechsel zundchst in die 
Bausteine gespalten wird. Das frei werdende Tyrosin unterliegt 
dann dem Abbau zu Homogentisinsaure. 

Wir haben gleichzeitig Versuche mit p-Aminotyrosin?') 
begonnen. Nach seiner Verabreichung tritt eine deutliche 
Steigerung der Homogentisinséure oder besser gesagt des Re- 
duktionsvermégens des Harnes ein. Wir muften leider die 
Versuche abbrechen, weil der Patient das Spital verlieS. Wir 
teilen die erhaltenen Ergebnisse kurz mit und hoffen, dai diese 
Untersuchungen von anderer Seite aufgenommen und weiter- 
gefiihrt werden. 


!) Uber p-Amino-tyrosin und p-Amino-phenylalanin und Kuppelungs- 
produkte mit Halogenacylchloriden, sowie die bei der Amidierung ent- 
stehenden Produkte wird demnachst berichtet. 
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Zur Kenntnis der Invertinwirkung. 
Von 


Dr. Niro Masuda aus Tokio. 


(Aus der chem. Abteilung des pathologischen Instituts der Universitat zu Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. April 1910.) 


Bei den Versuchen von E, Salkowski tiber das Invertin 
der Hefe!) hatte es sich hauptsichlich um die Frage ge- 
handelt, ob, wie eine Reihe von Autoren annimmt, ein Kohle- 
hydrat und zwar Hefegummi zu dem Molekiil des Invertins 
gehort, einen integrierenden Bestandteil desselben bildet, oder 
nur eine Verunreinigung desselben darstellt. Diese Frage konnte 
dahin entschieden werden, daf das Invertin keine Kohlehydrat- 
sruppe enthalt. Es gelang namlich in einigen Fallen, durch 
Extraktion von frischer Hefe und Trockenhefe (an der Luft 
getrocknet, dann 6 Stunden bei 110° erhitzt) mit Chloroform- 
wasser bei annahernd 0° Ausziige zu erhalten, welche vollig 
gummifrei waren und doch Rohrzucker kréaftig invertierten. 

Bei dem Vergleich des Inversionsvermégens der gummi- 
freien und gummihaltigen Ausziige zeigte es sich aber — am 
deutlichsten bei den Ausziigen aus frischer Hefe —, dah die 
gummihaltigen Ausziige eine starkere Wirksamkeit entfalteten, 
als die gummifreien, wenn auch die Bedingungen bei der Her- 
stellung der Ausziige und Priifung ganz dieselben waren. Die 
Wirksamkeit der Ausziige war so festgestellt worden, dah 
! ccm derselben 1 Stunde lang bei 40° mit 50 ccm einer 
10°/oigen Rohrzuckerlésung digeriert und dann die Quantitat 
des gebildeten Invertzuckers bestimmt wurde. Um die Wirk- 
samkeit verschiedener Ausziige vergleichen zu kénnen, wurde 
der Gehalt derselben an organischer Trockensubstanz bestimmt 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 124. 
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und das Verhiltnis derselben zur gebildeten Invertzuckermenge 
berechnet. Bei den gummifreien Ausziigen betrug dasselbe 
1:75 resp. 1:55 (zweiter Auszug), bei zwei stirker gummi- 
haltigeren dagegen 1: 232 und 1: 221, wihrend a priori bei 
dieser Art der Berechnung eine geringere Wirksamkeit zu er- 
warten gewesen wire, da das Gummi ja den organischen 
Trockenriickstand vergroéfert und nicht Ferment ist. 

Es lag nun nahe, zu versuchen, ob Ausziige, denen man 
Hefegummi hinzusetzte, starker wirkten, als die Kontrollproben 
ohne Gummizusatz. Auf Veranlassung von Prof. E. Salkowski 
und unter seiner Leitung habe ich Versuche hieritiber angestellt 
und noch einige andere dem behandelten Gegenstand nahe- 
liegende Fragen untersucht. Das zu den Versuchen erforder- 
liche Hefegummi wurde mir von Prof. Salkowski zur Ver- 
fiigung gestellt. Es war nach dem in den Ber. d. d. chem. Ges. 
Bd. XXVII, S. 502 beschriebenen Verfahren durch Fallung eines 
alkalischen Hefeauszuges mit alkalischer Kupferlésung usw. 


dargestellt. 


I. EinfluB des Hefegummis auf die Invertierung. 


Was die Herstellung der Hefeausziige betrifft, so kann 
auf die erwihnte Arbeit von E. Salkowski verwiesen werden. 
Auch im ibrigen lehnte sich die Versuchsanordnung an die 
dort beschriebene an, mit der geringen Abweichung, dai zum 
Sammeln des Cu,O nicht Papierfilter, sondern Goochtiegel 
benutzt wurden. 

Es gelang nicht, einen Rohrzucker im Handel zu erhalten, 
der ohne Einwirkung auf Fehlingsche Lésung war, auch nach 
dem Umkrystallisieren aus Alkohol war dieselbe noch zu kon- 
statieren. Aus 5 g verschiedener Rohrzuckerproben wurden er- 
halten: 0,0507—0,0444—0,0670 (indischer Zucker) 0,0431 Cu,0, 
entsprechend 0,0260 — 0,0255—0,0342 —0,0214 Invertzucker 
(scheinbarer?). Zu den Versuchen diente nur der letzte Zucker. 

Es fragte sich nun, ob die Gegenwart an Gummi in Invert- 
zuckerlésung nicht die Bestimmung des Zuckers stért. Dieses 
war von vornherein nicht unwahrscheinlich, da das Hefegummi 
durch alkalische Kupferlésung gefallt wird und mit Kupfer- 
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hydroxyd eine, allerdings nicht sehr feste, Verbindung bildet. 
Dies ergab sich nun auch in der Tat, wenn man auf die Gegen- 
wart von Gummi bei der Ausfiihrung der Bestimmung keine 
Riicksicht nahm: die Werte fielen zu hoch aus. Es wurde nun 
zunachst so verfahren, daf man die gummihaltige Zuckerlésung 
zuerst in der Kialte mit Fehlingscher Lésung fiallte, vom 
Niederschlag abfiltrierte und den Zucker im Filtrat bestimmte. 
Es zeigte sich aber bald, daB dieses Verfahren, welches wegen 
der Zunahme der Quantitét des Filtrates immerhin Schwierig- 
keiten bot, nicht nétig war, wenn man nur die erhaltenen 
gummihaltigen Kupferoxydulniederschlige sehr energisch und 
anhaltend mit fast kochendem Wasser auswusch. 

Es konnte daher auch von der naheliegenden Versuchs- 
anordnung, der ohne Gummizusatz digerierten Probe vor der 
Bestimmung Gummi hinzuzusetzen, Abstand genommen werden. 


Versuch I. 


121,8 g frische Hefe wurde mit 240 ccm Chloroformwasser digeriert. 
Erhalten 196 ccm Filtrat I. Dasselbe enthielt sehr wenig Gummi. In 
100 cem ergaben sich 0,2096 g Trockenriickstand, wovon 0,0424 g Asche, 
also 0,1672 g organischer Trockenriickstand. Die riickstaindige Hefe wurde 
wieder mit 240 ccm Chloroformwasser angerihrt: Filtrat Il = 216 ccm. 
Sehr geringer Gehalt an Gummi. 100 ccm enthielten 0,096 g Trocken- 
riickstand, wovon 0,0616 g organischer, 0,0344 g anorganischer. 

Die nun gebliebene Hefe wurde wieder mit 240 ccm Chloroform- 
wasser angertihrt: Filtrat 214 ccm. Gummi nicht nachweisbar. 
100 ccm enthielten 0,0944 g Trockenriickstand, wovon 0,0684 g orga- 
nischer, 0,0296 g anorganischer. 

Der Gummizusatz betrug in diesem Versuche 10 ccm einer 1°/oigen 
Lisung. Es wurde stets 1 ccm Filtrat mit 5 g Rohrzucker digeriert. 


Dauer Ohne Gummi Mit Gummi Plus an 


Invertzucker 
‘Invert-] Invert-] bei Gummi- 
Digestion Cu,0 | Cu zucker Cu,0 | Cu zucker zusatz 


inStunden} | g g g g g 


i | 
Filtrat I] 18 | 2,964) 2,543 1,372 3,096 2,794 1490} 0,118 
| 1,259) 1,118 0,585 | 1,562 1,387 0,727 | 0,142 


> Iii 66 1,288 | 11 0,598 | 1,593 | 1,408 0,745 0,157 
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Es ergab sich also regelmafig ein Plus bei der mit Gummi- 
zusatz digerierten Mischung, dasselbe war aber unbedeutend, 
anscheinend um so grofer, je mehr die urspriingliche Mischung 
frei war von Gummi. 


Versuch II. 


501,4 g Hefe mit 11 Wasser. Filtrat 800 ccm. 100 ccm enthalten 
0,1016 ¢ Trockenriickstand, wovon 0,0112 g Asche, also 0,0904 g orga- 


nisch. 1 ccm Filtrat mit 5 g Rohrzucker digeriert. 
Quantitat] Pauer |Erhaltenes Cu,O] Invertzucker 
des 1 Diffe- 
Filtrat | Gummi- |. °° ohne mit ohne mit | renz 
zusatzes | Digestion] Gummi Gummi] Gummi | Gummi 
ccm finStunden g g g g g 
Nach 0,980 | 1,10 
10 1088 | 1119 0,492 | 0,505 0,013 
in. 10 ig | 9348 | 5,628) 959 | 960 | 0,08 
5,508 | 5,648 
Nach ‘ 5,116 | 5,488 
£8 Giestedl 25 17 5920 | 5,496 2,40 2,60 | 0,20 
Nach 
79 Stunden d0 4 6,32 8,68 3,01 4,26 | 1,25 
do. 50 93 | 6,928 | 84961 357 | 416 | 0,89 
6,820 | 8,488 


Auch hier ergab sich also regelmifig ein Plus fiir die mit 
Gummi digerierte Probe, anscheinend am grdfiten bei einem 
Gummigehalt von 0,5 g in 100 ccm Mischung. 


II. EinfluB der Zeit der Aufbewahrung des Hefeauszuges auf 
die Wirksamkeit. 


Versuch III. 


116,2 g Hefe, 208 ccm Filtrat. 100 cem enthalten 0,1942 g Trocken- 
riickstand, wovon 0,0582 g Asche, also 0,136 organische Trockensubstanz. 

1 ccm lieferte mit 5 g Rohrzucker, gelést in 50 ccm Wasser bei 
einstiindiger Digestion bei 40°: 


148 


Zur Kenntnis der Invertinwirkung. 


Zeit ‘Auf. | 
bewahrung 
in Tagen 


10 


| 


Cu,0. . . 


>> 0,4293 0.3207) 
Invertzucker » 0,246 0,176 


0,172 


0 1 4 6 


0, 4837 0, 3612 0,3670 0,3538. 0, 3506 
0,3204 0,3118 
0,171 0,167 


0.3505, 
0.3112 
0,167 


0,3444 0.3443 
0.3058 0.3057 
0,167 0,167 


| 
| | 
| | 


Zeit der Aufbewahrung 
in Tagen | 


11 


2 13 


| 102 


Invertzucker. . 


in g 0,: 3440 0.3126 0,3393 
3055 0.3042. 0,3013 
» 0,167 0,166 


0,166 


0.3360 0 
0,2984. 0,2899, 02819 0,2029 
0,163 


03265 0.3175 0,2285 


| 
0,158 | 0,153 0,107 


Die Aufbewahrung geschah bis zum 30. Tage im Eis- 


schrank, dann bei Zimmertemperatur. 


Die Lésung erwies sich 


bis zum 17. Tage (!) steril, die letzte Probe war vollig verfault. 


103 g Hefe, 176 ccm Filtrat. 
substanz, wovon 0,0515 g anorganisch, also 0,1238 g 


Versuch IV. 


100 ccm enthalten 0,1753 g Trocken- 


organisch. 


1 ccm lieferte mit 5 g Rohrzucker nach einstiindiger Digestion 


bei 40°: 


Zeit der Aufbewahrung | 


in Tagen 0 a 

Cu,O in g | 0,3096 | 0,2260 0,2243 | 0,2228 0.2227 | 0.2225 
» | 0.2749 0,2007 | 0,1992| 0,1978 | 0,1975 | 0.1976 
Invertzucker. . . » » | 0,149 | 0,107 | 0,106 Ses 0,105 | 0,105 
Zeit der Aufbewahrung in Tagen) 7 8 11 | 22 95 

in g | 0,2221 0,2202 0,1963 | 0,1943 | 0,1372 
» » | 01972} 0,1955 | 0,1743 | 0,1725 | 0,1218 
Invertinzucker . . . » » | 0,105 | 0,105 | 0,092 | 0,091 | 0,064 
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Die Aufbewahrung geschah bis zum 22. Versuchstage im 
Eisschrank, dann bei Zimmertemperatur. Die Lésung war schon 
am 2. Tage nicht mehr steril, wenn auch die Bakterienentwickelung 
sehr langsam erfolgte. Die nach 95 Tagen untersuchte Lésung 
war vollig verfault. 


Versuch VI. 


84,8 g Hefe, 140 ccm Filtrat. 100 ccm enthalten 0,2072 g Trocken- 
riickstand, wovon 0,0536 g anorganisch, also 0,1636 g organisch. 
1 ccm lieferte mit 5 g Rohrzucker nach einstiindiger Digestion 


bei 40°: 


Zeit der Aufbewahrung | | 
in Tagen | 0 3 5 | 9 11 85 
in g 0,3229 0,2756 | 0,2542 0,2170 0,2140 0,174 
0,2402 | 0,2257 | 0,1926  0,1900 | 0,1575 
Invertzucker . . . >» » | 0,156 a 0,121 | 0,102 | 0,101 | 0,083 


Die Aufbewahrung geschah bis zum 11. Tage im Eis- 
schrank, dann bei Zimmertemperatur. Die letzte Probe war 
vollig verfault. 

Aus diesen Versuchen ergibt sich iibereinstimmend, daf die 
Wirksamkeit anfangs stark abnimmt — in den ersten 24 Stunden 
sank sie im Versuch IV und V auf 71°/o der friiheren —, dann 
fast konstant bleibt, sehr langsam sinkt (das Auftreten von 
Bakterien ist dabei gleichgiiltig), ferner daB in Ubereinstimmung 
mit den Angaben von E. Salkowski auch ginzlich verfaulte 
Lésungen noch ziemlich reichlich Invertin enthalten. 


III. EinfluB der Rohrzuckermenge. 


In Ubereinstimmung mit Barth‘) und anderen Autoren wurde fest- 
gestellt, daf die Quantitét des gebildeten Invertzuckers etwas groéfer ist, 
wenn man 10°/oige Rohrzuckerlésung anwendet, als wenn sie nur 5°%/oig 
ist, und zwar gilt das sowohl fiir das Filtrat am ersten Tage, als auch 
fiir das aufbewahrte, wie aus folgender Tabelle hervorgeht. Die Quantitat 
der Rohrzuckerlésung betrug dabei stets 100 ccm. 1 ccm Filtrat lieferte 
nach einstiindiger Digestion bei 40°: 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XI, S. 474. 
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d Cu,0 Cu Invertinzucker 
in Stunden g g g g 
0 0.3229 0,2867 0,156 
do. 10 0,3432 0,3048 0,167 
3% 24 5 0.2765 0,2402 0,129 
do. 10 0,2757 0.2448 0,132 
5 24 5 0,2542 0),2257 0,1209 
do. 10 0.2707 02404 0,129 


IV. Einflu8 der Dauer der Digestion. 


Hiertiber habe ich nur einige Versuche unter Anwendung 
von Chloroformwasserfiltrat und 100 cem 10°/oiger Rohrzucker- 
lésung bei 19!/2stiindiger Digestion bei 40° angestellt. 

1 ccm lieferte 0,183 Invertzucker 
2 » >» 0,299 » 
4 » » 0,457 

Eine direkte Proportionalitét oder eine bestimmte Be- 
ziehung zwischen der Menge des Ferments und der Quantitiit 
des gebildeten Invertzuckers lieB sich danach nicht erkennen. 


Zusammenfassung. 


1. Der Zusatz von Hefegummi zu gummifreien oder schwach 
gummihaltigen InvertinlOsungen beférdert deren Wirksamkeit in 
merklichem, aber nur geringem Grade. 

2. Beim Aufbewahren von Invertinlésungen (Hefefiltraten) 
nimmt ihre Wirksamkeit in den ersten 24 Stunden erheblich, 
etwa bis auf 70°/o ab, dann fallt sie éuferst langsam, selbst 
bis zum 80. Tage. Die Entwickelung von Bakterien hat dabei 
keinen Einflu8. Monate alte, véllig verfaulte Lisungen zeigen 
immer noch eine ziemlich starke Wirksamkeit in Uberein- 
stimmung mit friiheren Angaben von E. Salkowski. 

3. In 10°/oigen Zuckerlésungen bildet sich etwas, aber 
nur unbedeutend mehr Invertzucker, wie in 5°/oiger. 

4. Die Quantitiit des gebildeten Invertzuckers wiachst mit 
der Steigerung des Fermentes, aber nicht proportional. 
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Zur Formoltitration der Aminosauren im Harne. 
Von 
Dr. H. Malfatti. 


(Der Redaktion zugegangen am 17. April 110.) 


Im Verlaufe der letzten Zeit sind eine ganze Reihe von 
Arbeiten veréffentlicht worden, die sich mit der Mengenbestim- 
mung der Aminosiiuren im normalen Harne mit Hilfe der Formol- 
titrierung beschiiftigen. In mehreren dieser Arbeiten wurde 
nun ein ganz unglaublich hoher Prozentgehalt des normalen 
Harnes an <Aminosiiuren festgestellt. So fand z. B. V. Hen- 
riques') im Mittel aus vier Versuchen 0,2°/o (als Glykokoll 
berechnet). Walter Frey und Alfred Gigon?) 0,12°o. 
V. Henriques und 8S. P. L. Soerensen in ihrer II. und III. 
Abhandlung *) immerhin noch einen Gehalt von 0,09 und 0,08°/0. 
Dieselbe Mittelzahl findet auch Tanzo-Yoshida‘). 

Solche Resultate miissen Verwunderung und auch Vor- 
sicht erregen. Die zahlreichen Publikationen, in welchen die 
Menge der Aminosiiuren mit Hilfe der Naphthalinsulfochlorid- 
methode ermittelt werden sollte, fiihren im allgemeinen zur 
Ansicht, daf in normalen Harnen zwar manchmal etwas erheb- 
lichere Mengen dieser Substanzen vorkommen k6nnen, daf aber 
ihre Menge in den meisten Harnen unter der Grenze der Nach- 
weisbarkeit bleibt. Wenn z. B. G. Oehler®) bei einem Zu- 
satz von 0,3 g Glykokoll zu 1330 ccm eines Harnes; der mit 
Naphthalinsulfochlorid nicht reagiert hatte, 0,277 g des B-Naph- 
thalinsulfoglykokolls erhalten konnte, ist es doch ganz unver- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 1. 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXII, S. 309. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 27, u. Bd. LXIV, S. 120. 
*) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 239. 

5) Biochem. Zeitschrift, Bd. XXI, S. 484. 
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stiindlich, warum sich Gehalte von 0,08—0,2°/o Glykokoll nicht 
offenbaren sollten. Auch die giinstigen Resultate, welche eine 
Reihe .von Autoren bei der Formoltitration des Ammoniaks im 
Harne erzielten, und ebenso die vielen Arbeiten, welche sich 
mit der Auflésung des Stickstoffrestes im Harne beschiaftigen, 
lassen die Anwesenheit so grofer Mengen von Aminoséuren 
recht unwahrscheinlich erscheinen. 

Ich selbst habe nun schon in meiner ersten Arbeit (Zeit- 
schrift f. analyt. Chemie Bd. XLVII 8. 273) auf die geringe Menge 
der im normalen Harne vorkommenden Aminosiiuren hinge- 
wiesen und diese Angabe spiiter (Diese Zeitschrift Bd. LXI 
S. 499) dahin erweitert, daB im normalen Harne vielleicht 
kein Glykokoll vorkommt, jedenfalls aber nicht mehr, als einer 
Menge von wenigen Milligrammen formoltitrierbaren Stick- 
stoffs entspricht.') Gleichzeitig habe ich aber auch Henriques 
gegentiber den Grund angegeben, der nach meiner Ansicht 
die eingangs erwihnten tiberraschend hohen Glykokollwerte 
erklart. 

Henriques?) hatte namlich den von Phosphaten befreiten 
Harn gegen Lackmus neutralisiert und dann einerseits das 
Ammoniak, anderseits den gesamten formoltitrierbaren Stick- 
stoff unter Zuhilfenahme von Phenolphthalein als Indikator 
bestimmt. So miissen natiirlich alle schwachsauren Substanzen 
des Harns, welche nicht auf Lackmus, wohl aber auf Phe- 
nolphthalein reagieren, mittitriert und falschlich dem formol- 
titrierbaren Stickstoff zugezaéhlt werden. 

Soerensen®) nun, der Schépfer der Formoltitration, hat 

‘) Die dort beschriebene Methode der Glykokollbestimmung nach 
Entfernung des Ammoniaks durch Quecksilber muf ich fallen lassen. 
lhre negativen Resultate in bezug auf das Vorkommen von Glykokoll 
bleiben zwar mit den angegebenen Beschrankungen aufrecht. Als all- 
gemeine Methode, etwa fiir klinische Zwecke, ist sie aber zu unsicher. 
Bei einer Versuchsreihe an mir selbst zeigten sich niamlich (besonders 
nach reichlichen Mahlzeiten, gleichgiiltig ob aus Fleisch oder Vegetabilien 
bestehend) auffallend hohe Werte der Formoltitration. Ich konnte nach- 
weisen, daf§ es sich um Ammoniak handelte, welches unter besonderen, 
nicht weiter ermittelten Umstanden der Ausfallung entgeht. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 1. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 27. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 
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diesen meinen Standpunkt nicht anerkannt. Er nimmt an, daf 
die Differenz zwischen Lackmus- und Phenolphthaleinneutrali- 
tiit im phosphat- und carbonatfreien Harn nur durch die An- 
wesenheit von Ammoniak und Aminosauren bedingt sei, und daf 
daneben die andern schwach dissoziierten Séuren des Harns 
ihrer geringen Menge wegen nicht in Betracht kamen. Dieser 
Ansicht von Soerensen sind auch die Autoren der friiher ge- 
nannten Arbeiten; auch sie titrieren von der Lackmusneutrali- 
tiit ausgehend bis zur ROtung von Phenolphthalein und kommen 
so zu den hohen Aminosiurewerten. 

Nicht aus Rechthaberei, sondern weil der Frage wirklich 
eine bedeutende Wichtigkeit zukommt, wie schon die vielen 
und rasch sich folgenden Publikationen tiber dieselbe beweisen, 
bitte ich, den Ausfiihrungen Soerensens und der Ansicht der 
andern Autoren gegentiber, meinen ersten Standpunkt noch- 
mals klarlegen und verteidigen zu diirfen. 

Wenn es sich darum handelt, reines Ammoniak oder Amino- 
siiuren neben anderen starken Sauren durch Formoltitration 
zu bestimmen, etwa in den Produkten der Eiweifhydrolyse oder 
im Anschluf an die Séiureoxydation im Kjeldahlprozefh, dann 
ist es vollberechtigt, die Formoltitration bei der Lackmusneutrali- 
tiit beginnen zu lassen, wie es etwa P. Rona und R. Otten- 
berg!) tun. John Wilkie?) verwendet Methylrot. Ronchese*) 
aber, der Begriinder der Methode, erklart jeden fiir Ammonsalze 
unempfindlichen Indikator fiir brauchbar. 

Wie die Sache bei der Bestimmung im Harne steht, miége 
das spiiter folgende Beispiel zeigen, das ich aus einer Reihe 
ganz gleich verlaufender Versuche herauswahle, nicht weil es 
besonders auffallende Resultate zeigt, sondern weil es am voll- 
stiindigsten und ohne Nebenversuche durchgefihrt ist und be- 
sonders weil alle Doppelbestimmungen besser stimmen als in 
den andern Versuchen, so daf die Unsicherheit der Mittelzahlen 


groBtenteils fortfiillt. 


') Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 355. 
*) Journ. Soc. Chem. Ind., Bd. XXIX, S. 6, nach Chem. Zentral- 


blatt, 1910, L, S. 1083. 
8) Journ. Pharm. et Chim., Bd. XXV, S. 611. 
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Einige Bemerkungen miissen aber vorausgeschickt werden. 
In bezug auf die Formoltitration bin ich auch hier bei der ur- 
spriinglich von mir beschriebenen Methode geblieben. Vor allem 
verwendete ich nicht "/5 Lauge wie Soerensen, sondern die 
mehr als doppelt so schwache Lauge, von der jeder Kubik- 
zentimeter ein Milligramm Stickstoff anzeigt. Da hier der Lauge- 
verbrauch nie bedeutend ist, kommt auch die beim Titrieren 
entstehende Verdiinnung nicht in Betracht, Fehler und Differenzen 
aber treten viel auffiilliger hervor. Auch das Formalin setzte 
ich nicht von vornherein und im Ubersehub zu, sondern portionen- 
weise, dem Bedarf entsprechend, wahrend des Titrierens; natiir- 
lich miissen dann beim Titrieren auf stirkere Rotung nach 
Soerensen stets besondere Kontrollésungen hergestellt werden. 

Die grodbten Schwierigkeiten bereitete die Bestimmung 
der Lackmusneutralitit. Ich benutzte ein Lackmuspapier, wie 
es vor vielen Jahren zum Zwecke der Bluttitration eingefiihrt 
wurde, und das man darstellt, indem durch Alkohol und Dialyse 
gereinigte Lackmusl0sung auf séure- und alkalifreies Druck- 
papier aufgemalt wird. Natiirlich kann man auch Azolithmin 
nehmen; das Azolithminpapier, wie es Soerensen neuerlich 
beschreibt, war fiir die vorliegenden Versuche weniger geignet, 
weil bei den vielen Tiipfelproben zuviel Fliissigkeit verloren 
ging, wihrend von glattem Papier die einzelnen Tropfen mit 
dem Glasstab leicht wieder abgenommen werden konnten. Als 
Farbe fiir das hier verwendete Papier wiihlte ich nicht das 
sonst bessere Lila, sondern einen etwas rotlicheren Farbenton 
und bezeichnete als Lackmusneutralitaét jenen Punkt, bei dem 
ein Tropfen der Fliissigkeit auf dem Papiere eben eine An- 
deutung von Umschlag in Blau erkennen lief. Das ist also 
schon Lackmusalkalitiit und die Differenzen, auf die ich hier 
aufmerksam machen will, erscheinen kleiner, als sie vielleicht 
in Wirklichkeit sind, und als sie bei Verwendung bliulichen 
Papiers gefunden worden wiren. 

Verwendet man niimlich bei der Titration von Harn oder 
daraus hergestellten Lésungen rotes und blaues Lackmuspapier, 
so zeigt sich auch bei Abwesenheit von Phosphaten, da’ zur 
bestimmten Zeit das blaue Papier noch rot gefirbt wird, wiih- 


; 
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rend das rote schon liingst sich blaulich farbt (Zone der ampho- 
teren Reaktion). Es wird eben der rote und der blaue Lack- 
musfarbstoff durch die schwachen Siéuren und _ phenolartigen 
Korper des Harns in die verschiedenen Nuancen des violetten 
Lackmus iibergefiihrt und so ein Farbenumschlag hervorgerufen, 
der durch seine Kontrastwirkung saure und alkalische Reaktion 
in derselben Fliissigkeit vortéuscht. Nimmt man aber neutrales 
Lackmuspapier, sei es glattes oder Filtrierpapier, so sieht man, 


dal} beim Titrieren ein Punkt eintritt, bei dem das Papier keine ~ 


Anzeichen stérkerer Ro6tung mehr zeigt, die Fliissigkeit also 
neutral zu sein scheint; aber erst nach langerem Zutropfen 
der Lauge tritt eben merklicher Umschlag nach Blau hin auf. 
Mit einem Worte die Lackmusneutralitit ist kein bestimmter 
Punkt, sondern eine Zone, deren Breite mit der Empfindlich- 
keit des Auges — daneben aber auch mit anderen Faktoren — 
stark schwankt. Ich habe im Verlaufe der vorliegenden Ver- 
suche sehr hiiufig versucht, die Breite dieser Zone zwischen 
verschwindender Lackmusrétung (La) und auftretender Blauung 
(Lb) zu bestimmen. Der héchste im phosphatfreien Harn be- 
obachtete Wert war 1,6 ccm der Lauge ("/14) fiir je 10 ccm 
Harn, gewOhnlich schwankte er um 0,5 ccm herum. 

Der Harn nun, tiber den ich zu berichten habe, war ein 
Mischharn von zwei gesunden Personen, der eine hoch kon- 
zentriert dunkel und stark sauer, der andere licht, verdiinnt 
und fast alkalisch. Das Gemenge selbst wies ein spezifisches 
Gewicht von 1,0205 auf, war klar goldgelb. 100 ccm zeigten 
(nach meiner Methode formaltitriert) eine Aciditaét von 0,0965 g 
Salzsiiure und einen Gehalt von Ammoniakstickstoff von 0,041 g, 


wiihrend der nach Schloesing bestimmte Wert 0,0376 g 


trug. Nebenbei sei bemerkt, dafi die oben erwahnte Differenz 
von La zu Lb in 10 cem dieses Harns 0,8 und 0,9 ccm der 
Lauge, nach Entfernung der Phosphorséure 0,5 und 0,6, und 
nach weiterer Entfernung des Ammoniaks ebensoviel betrug. 

{0 cem dieses Harnes brauchten, um von der Lackmus- 
neutralitat (Lb) zum Phenolphthaleinumschlag gebracht zu werden. 
2.9 ccm der Lauge. Nun wurde Formol zugesetzt und titriert 
bis zum Farbenumschlag des Phenolphthaleins, wozu 4,1 ccm 


x + 
& 
4. 
: 
* 
Bea 
; 
. 


Zur Formoltitration der Aminosiuren im Harne. 157 


der Lauge verbraucht wurden; um zur starken Rétung zu ge- 
langen, muften noch 0,7 ccm der Lauge zugesetzt werden. 
Wenn nun, um diese Resultate in Prozenten Ammoniakstick- 
stoff umzurechnen, die Lackmusneutralitét zugrunde gelegt wird, 
so erhiilt man bei Titration bis zum schwachen Umschlag 0,07 °/o 
(0,068—0,071), bei Titration zur starken Rétung 0,077 °/o (0,076 
bis 0,078). Die entsprechenden Zahlen gerechnet von der Neutrali- 
tit gegen Phenolphthalein sind 0,041 und 0,048 °/o (bei vollsténdi- 
ger Ubereinstimmung der Parallelbestimmungen). Der fiir den 
Harn nach Schloesing ermittelte Wert ist aber 0,0376°/o. 

Fiir den urspriinglichen Harn mit seinem Phosphorsiiure- 
gehalte sind solche Resultate auch nicht verwunderlich, und 
niemand hat wohl daran gezweifelt, da’ fiir ihn die Phenol- 
phthaleinneutralitat als Ausgangspunkt der Formoltitration benutzt 
werden mu}. Wenn dabei, infolge des besonderen Verhaltens 
der Ammonsalze, kleine Fehler unvermeidlich sind, so ist zu 
bedenken, dafi die Methode, wenigstens von mir, ausdriicklich 
nur als <klinische» (nicht als «klassische», wie H. bjoern- 
Andersen und Marius Lauritzen in dieser Zeitschrift, 
Bd. LXIV 8S. 27, einem bekannten Referate nachschreiben) ver- 
Offentlicht und empfohlen worden ist. 

Wie stellen sich nun die Resultate, wenn der Harn mit 
Chlorbaryum und Atzbaryt (hier in Pulverform angewendet) von 
den Phosphaten befreit wurde. Da betrug erstens der Ammoniak- 
gehalt nach Schloesing bestimmt nur mehr 0,035°/o Stick- 
stoff. In anderen Fillen war dieser Verlust noch viel gréfer 
und er erklirt sich leicht durch die Annahme, daf} beim Fil- 
trieren der alkalischen Fliissigkeit Ammoniak abdunstet; auch 
kann wohl ein Teil des Ammoniaks als Ammonium-Magnesium- 
phosphat im Niederschlag zuriickgehalten werden. An Stelle 
dieser 0,035 °/o Ammoniakstickstoff wurden nun gefunden; vom 
Lackmus ausgehend 0,045, oder 0,049 bei Titration bis zu starker 
Rétung; vom Phenolphthalein ausgehend 0,0385 bezw. 0,043°o. 

Die wichtigste Frage ist aber die, wie sich der Harn nach 
Entfernung auch des Ammoniaks verhilt. Es wurde also die 
eben beschriebene Fliissigkeit mit recht wenig tiberschtissigem 
Barytwasser im Vakuum bei 35—40° unter Durchleiten von 
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Luftblaschen destilliert, der Riickstand wieder verdiinnt und 
wieder destilliert, bis ein dreistiindiges Destillieren nur mehr 
0,8 mg Stickstoff in die vorgelegte Saure tibertreten lief. 
Der Destillationsriickstand wurde nun filtriert und mit Wasch- 
wasser auf das urspriingliche Volumen aufgefiillt, wobei zum Fil- 
trat die nétige Schwefelséiure und Kaliumsulfat zugefiigt wurde, 
so dafi eben die Lackmusneutralitét (Lb) erreicht war. Die 
erhaltene Fliissigkeit wurde dann unter vorziiglicher Uber- 
einstimmung der Parallelbestimmungen formoltitriert, teils allein, 
teils nach Zusatz von Glykokoll, teils nach etwas mehr als 
14tigigem Stehen in der Kiilte. Da der Versuch im Winter 
ausgefiihrt wurde, war die letztere Probe in geschlossenem Ge- 
faifBe vor das Fenster gestellt worden, wo sie meistenteils in ge- 
frorenem Zustand stehen blieb. Durch mehrere Tage mit milderer 
Temperatur war die Fliissigkeit allerdings aufgetaut; eine Bak- 
terienentwicklung ist aber doch mit der gré8ten Wahrscheinlich- 
keit auszuschlieBen. Die folgende Tabelle mége die Resultate 
zeigen. Die Zahlen sind Kubikzentimeter der "/14 Lauge. 


Differenz}| Resultate der Formoltitrierung  |pifferenz von 
10 ccm von in mg Stickstoff schwacher 
Lackmus | ausgehend von Neutralitiét gegen — 
Phenol- Lackmus Phenolphthalein | ges 
Harns |phthalein-| bis zu zu] bis zu | bis zu] phthaleins 
Neutrali- [schwacher starker |schwacher)starker] am Schluf 
tat Rétung Rétung] Rotung |Rétung]}der Titration 
Nur von 
445 492 | 382 | 43 0,47 
(Henriques) 
Von Phosphor- 
1,2 1,7 0,7 1,2 0,5 
befreit 
Nach Zusatz 
Glykokelt 0,55 5,0 545 445 | 49 0,45 
= 3,74 mg N 
Nach Zusatz{ 
Glykokolt 0,5 31 3,6 2,6 3,1 0,5 
=187 mNG fF 
Ohne Zusatz 
age 22 125 | 11 | 14 0,3 
in der Kalte 
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Aus dieser Tabelle geht folgendes hervor. 1. Weder die 
Differenz zwischen Lackmusneutralitét und Phenolphthalein- 
neutralitat im Anfange der Formoltitration, noch auch die 
Differenz zwischen den Punkten der schwachen und starken 
Rétung des Phenolphthaleins am Schluf der Titration, wird 
durch die Entfernung des vorhandenen Ammoniaks (0,0425°/o) 
merklich beeinfluBt; auch Zusatz von Glykokoll in Mengen von 
0,2°/o tibt keinen Einflu{8 darauf. Es miissen daher diese 
Differenzen nicht auf die genannten Substanzen, sondern auf 
andere Harnbestandteile zuriickgefiihrt werden. 

2. Dem entsprechend vorbereiteten Harn in nicht zu 
grofen Mengen zugesetztes Glykokoll wird durch die Formol- 
titration bei jeder Art ihrer Durchfiihrung quantitativ wieder- 
gefunden, da es sich ja um Differenzbestimmungen handelt. 
Jene Methode, welche die scharfsten Umschlagspunkte bietet, 
ist daher als die sicherste zu empfehlen. 

3. Die von mir seinerzeit beobachtete Neubildung von 
formoltitrierbarer Substanz bei langerem Auf bewahren des Harns 
hat sich auch hier wieder gezeigt. Auffallend ist dabei, dah 
die Differenz zwischen Lackmus- und Phenolphthaleinneutralitit 
sehr betrachtlich anwuchs, wahrend die Differenz am Schlusse 
der Titration zwischen Phenolphthaleinumschlag und _ starker 
Rotung kleiner wurde. 

Tanzo Yoshida konnte in seiner Arbeit (I. c.) diese 
meine Beobachtung nicht bestaétigen. Immerhin findet er in 
seinen zwei Versuchen im Harne nach mehrtigigem Stehen 
unter Toluol eine solche Vermehrung des formoltitrierbaren 
Stickstoffes im Betrage von 5,4 und 4,5 mg, entsprechend 28,9 
und 24,1 mg Glykokoll. Diese Zahlen diirften sich wohl, was 
aus den Angaben nicht ersichtlich ist, auf 1000 ccm Harn, 
oder gar auf die Tagesmenge beziehen und da die Bestimmung 
in 16 cem Harn vorgenommen wurde, fiallt die kleine Ver- 
suchsdifferenz allerdings in die Fehlergrenze der Methode (be- 
sonders bei Verwendung der unsicheren Lackmusneutralisation), 
aber es ist doch auffallend, dafB dieser Fehler beide Male in 
der gleichen Richtung in Erscheinung trat. Ich habe ibrigens 
die deutliche Vermehrung nicht in zwei, sondern in mehr als 
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zwanzig Fiillen nachweisen konnen. Ich vermute, daf der Er- 
scheinung tiberhaupt wenig Wichtigkeit zukommt, und daf es 
sich um eine geringe hydrolytische Ammoniakabspaltung handelt, 
wie sie ja auch bei liinger fortgesetzter Vakuumdestillation oder 
beim Folinschen Verfahren, wenn auch in geringerem Mabe, 
in Erscheinung tritt. Die K6érper der Oxyprotsiuregruppe, als 
Baryumsalze aus eingedampftem Harn nach Dombrowski ab- 
geschieden, scheinen dabei nach einem Versuche nicht beteiligt 
zu sein. (Carbamin- oder Uramidosiuren ?) 

Wenn man aus den Zahlen der obigen Tabelle versucht, 
den Gehalt des untersuchten Harns an Aminosiiuren zu_be- 
rechnen, so erscheint ihre Menge von 0,037 bis zu 0,088 °/o 
(als Glykokoll) schwankend, je nach der angewandten Arbeits- 
weise. Ahnliche Resultate, sowohl was die absoluten Zahlen 
als auch ihr Verhiltnis untereinander anlangt, gaben mir alle 
andern Versuche an normalen Harnen, obwohl ich das Am- 
moniak in der verschiedensten Weise entfernte. (Die Queck- 
silbermethode, die viel niedrigere Werte liefert, habe ich nicht 
mehr in Betracht gezogen.)!) In allen Fallen zeigte es sich 
auch, dafi grébere Differenzen nicht von der Art der Formol- 
titrierung, d. h. dem ziemlich konstanten Unterschied der Titrie- 
rung bis zu schwacher oder starker Rotung herrtihren, sondern 
von der Wahl des Ausgangspunktes, je nachdem er durch die 
Reaktion auf Lackmus oder auf Phenolphthalein bestimmt wird. 
In einem Falle — es handelte sich um einen eingesandten, 
wahrscheinlich pathologischen Harn, in dem die formoltitrier- 
bare Stickstoffmenge 0,019 oder 0,039°/o betrug, entsprechend 
0,1 oder 0,2°/o Glykokoll — betrug diese Differenz 1,5 ccm der 


') Recht praktisch erwies sich die von Wiechowski angegebene 
Methode (Arch. f. exper. Pathol., Bd. LX, S. 193), die ich so anwandte: 
30 ccm Harn wurden in einem mit Marke versehenen Stipselglas mit 
etwas Natriumphosphat, Magnesiumsulfat und dann Magnesiumoxyd ver- 
setzt und mit Alkohol auf 120 ccm aufgefiillt. Nach dem Stehen iibe: 
Nacht wurden 100 ccm abfiltriert (entsprechend 25 cem Harn), durch 
Destillieren im Vakuum vom Alkohol befreit und der Formoltitration 
unterworfen. Durch vorsichtiges Abdunsten des Alkohols (der die Titration 
absolut hindert) auf dem schwach geheitzten Wasserbad liefe sich wohl 
auch die Vakuumdestillation vermeiden. 
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Lauge. Bei dem Versuche die stérenden Substanzen auszu- 
fillen, ergab sich, dal} Tierkohle die Differenz verminderte: 
Auskochen mit Bleicarbonat erhéhte auf 5,6 cem; <Ausfiillen 
mit Bleiacetatpulver erhdhte auch auf 3,0 cem trotz sorgfiiltiger 
Entfernung der Kohlensiiure durch Atzbaryt; und beliebig hohe 
Steigerungen liefen sich durch einfachen Zusatz von Natrium- 
acetatkrystallen hervorrufen. Weitere Versuche ergaben nun, 
daB alle fetten Siiuren von der Ameisensiiure in steigendem 
Ma8 bis zur Capronsiure bei der Neutralisation eine starke 
Differenz zwischen den Umschlagspunkten von Lackmus und 
Phenolphthalein erkennen lassen, ebenso wirkt Zitronensiiure. 
Bei Anwendung von Milch-, Oxal-, Wein-, Bernsteinsiiure und 
ebenso von Benzoe-, Salicyl- und Hippursiiure trat aber der 
Farbenumschlag beider Farbstoffe fast gleichzeitig ein. Ein 
aus Harn dargestelltes Oxyprotsiurengemenge wirkte zwar ein, 
aber nicht so stark, als ich vermutet hatte; hingegen verschob 
Carbolsiiure die beiden Neutralitiitspunkte sehr stark, und diese 
vergroferte auch die Differenz zwischen der schwachen und 
der starken R6tung des Phenolphthaleins am Ende der Formol- 
titration. 

Welche von den vielen Harnbestandteilen nun die be- 
sprochene Differenz bei der Titrierung des von Phosphaten und 
Carbonaten freien Harnes bewirken, laft sich nicht sagen, aber 
sie sind vorhanden und miissen deshalb beriicksichtigt werden, 
indem man als Neutralitétspunkt nicht den Umschlag von Lackmus, 
sondern jenen von Phenolphthalein beniitzt. 

Nun ist es aber eine altbekannte Tatsache, daf Ammoniak 
in Gegenwart von Ammonsalzen, und auch Aminosiiuren den 
Phenolphthaleinumschlag verzogern. Es wiire erwiigen, 
ob nicht im Harne diese Verzégerung gréBer ist, als die ent- 
gegengesetzte Beeinflussung seitens der schwachen Siiuren und 
phenolartigen Kérper. Wenn das wiire, miiBte natiirlich der 
kleinere Fehler vorgezogen und unter Verwendung von Lackmus 
titriert werden. 

Die Resultate der friiher vorgelegten Tabelle, oder ein 
Blick auf die sorgfiiltigen Zahlenangaben von Soerensen (Diese 
Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 27) nun schon erkennen, 
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diese Befiirchtung unnotig ist, besonders dann, wenn es sich 
nach Entfernung des Ammoniaks nur mehr um die Titration 
der Aminosiuren handelt. Es sind aber in der einschligigen 
Literatur der letzten Zeit so merkwiirdige AuBerungen getan 
worden tiber die Aciditét der Ammoniumsalze und ihre Ein- 
beziehung in die Totalaciditaét des Harnes, iiber die schwache 
Saure der Aminosiuren und die starke ihrer Methylenderivate 
und ihnliches,!) dah es notwendig erscheint, einige Worte 
anzufiigen. 

Die Ammoniumsalze der starken Séuren, und ebenso die 
Aminosauren, sind absolut neutraleK6rper. Wenn sie bei der Ti- 
tration gegen sehr schwach saure Indikatoren wie Phenolphthalein 
oder auch auf Substanzen wie das Magnesiumhydroxyd scheinbar 
als Siiuren wirken, so beruht das darauf, daf die gut dissoziierten 
Ammoniumsalze durch den Reichtum an NH,-lIonen die Disso- 
ziation des entstehenden NH,-OH zurtickdrangen, so da sich 
dann in der Fliissigkeit nur mehr neutrales NH, vorfindet. Je 
weniger also eine Lésung an Ammonsalz enthilt, desto naher 
riickt der Lackmus- und der Phenolphthaleinumschlag aneinan- 
der. Ja, wenn man zu reinem Wasser mit etwas Phenol- 
phthalein verdiinnteste Ammoniaklésung zutr6pfelt, so tritt der 
Farbenumschlag beider Indikatoren gleichzeitig ein; die Rotung 
des Phenolphthaleins laBt sich sogar noch friher erkennen, 
weil eben die ganze Fliissigkeit sich fairbt, wahrend das bifchen 
Ammoniumhydroxyd in dem einen Tropfen auf dem Lackmus- 
papier der relativ grofen Menge des dargebotenen Farbstoffes 
gegeniiber nicht recht zur Wirkung kommen kann. 

Interessant ist der Einflu8 der Temperatur auf die Be- 
hinderung der Ammonsalztitration mit Phenolphthalein. Eine 
0,5349/oige Lésung von Salmiak (!/1:0-normal) war (wie alle 
von mir untersuchten Ammoniumsalzpriparate) auf Lackmus 
neutral. Bei Zusatz von 0,05—0,2 ccm der Lauge zu 10 ccm 
der Lésung trat deutlicher Umschlag auf dem glatten Lack- 
muspapier ein; um das Auftreten der ersten Phenolphthalein- 


‘) Einer der neueren Autoren schreibt sich sogar ausdriicklich die 
Entdeckung des stérenden Einflusses der Ammonsalze auf die Titration 
mit Phenolphthalein zu und verlangt dafiir die Prioritat. 
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farbung zu erzielen, muften 0,35 bis 0,5 cem der Lésung 
zugesetzt werden. Dabei zeigten gleichzeitig vorgenommene 
Parallelproben stets volle Ubereinstimmung, wihrend zu ver- 
schiedenen Zeiten vorgenommene Proben die erwihnten Schwan- 
kungen aufwiesen. Als Ursache der Erscheinung erkannte ich 
bald den Wechsel der Zimmertemperatur zur Zeit der einzelnen 
Versuchsreihen. Als Proben in Schnee abgekiihlt wurden, trat 
der Phenolphthaleinumschlag schon bei 0,2 ccm, beim Erwar- 
men auf etwas mehr als Handtemperatur erst bei 0,9 ccm 
Laugeverbrauch ein. 

Ahnliches konnte ich bei Glykokollésungen beobachten. 
Die neueren kiuflichen Praparate von Aminosduren scheinen 
alle auf Lackmus etwas sauer zu reagieren. Als Ursache ist 
vielleicht die Reinigung der Praparate nach der Fischerschen 
Methode anzusehen. Ein im Laboratorium vorratiges altes, 
prachtvoll krystallisiertes Glykokollpraparat und ebenso ein 
(valinhaltiges) Leucinpraparat zeigte keinerlei saure Reaktion. 
Ich verwendete Merksches Glykokoll, das in !/10-normaler 
Losung auf Lackmus kaum merklich sauer reagierte. Beim 
Erwarmen der Lésung auf 40° erschien die Rétung des Lack- 
mus sehr deutlich und um die erste Rétung von Phenol- 
phthalein muBten 0,3 ccm der Lauge zugefiigt werden, wahrend 
bei Zimmertemperatur 0,15 ccm geniigten. 

Bei verdiinnteren Glykokollésungen, ca. 0,2°/o haltend, 
tritt der Neutralisationspunkt fiir Lackmus und fiir Phenol- 
phthalein praktisch gleichzeitig ein, ein Tropfen der "/14-Lauge 
ruft ihn schon hervor. Warum ich in meinen Versuchen an 
Salmiak und an Glykokollésungen zwar im allgemeinen iiber- 
einstimmende, im einzelnen aber geringere Werte fiir den Laugen- 
verbrauch bis zum Auftreten der ersten R6tung von Phenol- 
phthalein verbrauchte, als S6rensen in seinen Versuchen fand, 
kann ich nicht sagen. Ich habe stets mit derselben Fliissig- 
keit als Kontrollésung gearbeitet und die erste merkbare Far- 
beninderung als Umschlag bezeichnet; vielleicht kommt auch 
die Empfindlichkeit des Auges in Betracht. In bezug auf die 
Ausftihrung der weiteren Formoltitrationen fiihre ich an, daB 
ich bei den stiirkeren Lésungen die mit den berechneten Mengen 
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besser stimmenden Resultate erhielt, wenn ich vom Lackmus- 
oder Phenolphthaleinumschlag, der ja sehr nahe beieinander 
lag, bis zur starken Ro6tung titrierte. Bei den verdiinnteren 
Loésungen aber, wie sie etwa den Verhialtnissen im Harn ent- 
sprachen, stimmten die gefundenen Werte besser, ja genau, 
wenn ich nur bis zum Auftreten der ersten Rétung des Phenol- 
phthaleins nach dem Formalinzusatz titrierte. Glykokoll ver- 
brauchte dabei stets sehr viel Formalin, viel mehr, als die ent- 
sprechenden Menge von Ammoniak und auch mehr als die 
Harnfliissigkeit auch bei scheinbar hohem Glykokollgehalt ver- 
brauchte. 

Alles zusammenfassend glaube ich behaupten zu kénnen, 
dafi die Formoltitration im Harne von der Phenolphthalein- 
neutralilaét ausgehen mu, und daB sie besser nur bis zum 
Auftreten der schwachen Phenolphthaleinfirbung fortgeftihri 
werden soll. Wenn das geschieht, so zeigen die mir zur Ver- 
fiigung stehenden normalen Harne einen Glykokollgehalt von 
40 mg in 100 ecm Harn. In Riicksicht auf die Ergebnisse der 
Naphthalinsulfochloridreaktion vermute ich, dafs auch dieser 
Glykokollgehalt nur ein scheinbarer ist, mit anderen Worten, 
die Formoltitration der Aminosaéuren im Harne hochstens 
den Wert einer klinischen Schiitzungsmethode beanspruchen 
kann, fiir die Entscheidung wissenschaftlicher Fragen aber bis- 
her noch zu wenig ausgebildet ist. 


Re. 
4 
¥ 
x 
wy 
¢ | 
Bs 
iy 
a 
we 
| 
: 
4 
Ye 
4 
iy 


Beitrage zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 


Von 
William Kiister. 


(Aus dem chemischen Institut der tierirztl Hochschule zu Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23, April 1910.) 


|. Uber das Dehydrochloridhamin. 

il. Uber die Abspaltung des Hiimatineisens und die Bildung des Himato- 
porphyrins. 

Ill. Uber die Salzbildung des Himatins. 

IV. Uber die chemischen Beziehungen zwischen Himin und Hamatin und 
iiber das Bromhamin. 

V. Uber die Valenz des Eisens in den Komponenten des Blutfarbstoffs 
und die Beziehungen derselben zu den Modifikationen des Himo- 
globins. 


1. Abschnitt. 
I. Uber das Dehydrochloridhamin. 


Das bei der Einwirkung von kaltem Anilin im groben 
UberschuB auf Hiimin unter Abspaltung von Chlorwasserstoff ent- 
stehende Dehydrochloridhimin lat sich, wie ich friiher zeigte,') 
unter denselben Bedingungen wieder in Hémin iiberfiihren, die 
bei der Umscheidung des Hiimins nach Schalfejeffs Methode 
eingehalten werden, d. h. durch Lésen in chininhaltigem Chloro- 
form und EingieBen der Lésung in einen Uberschuf von auf 
110° erhitztem Eisessig, der mit Kochsalz gesiittigt ist. Ende 
Juli 1908 machte ich nun die Beobachtung, da’ zwei iiltere 
Praparate von Dehydrochloridhimin, das eine aus Moérner- 
Haimin, das andere aus Acethiimin dargestellt, bei der Um- 
scheidung versagten. Das letztere z. B., von dem eine Probe 
nach der Herstellung glatt in typisches Hiimin zuriickverwandelt 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 408/13 (1904). Vgl. die Anm. auf 
Seite 226. 
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werden konnte, liste sich */4 Jahre darauf nur zu etwa 50°) 
beim Schiitteln mit Chinin und Chloroform, und aus der Liésung 
schieden sich nach dem Eintragen in Eisessig beim Erkalten 
keine Krystalle ab, auch nicht nach dem Verjagen des Chloro- 
forms. (Versuch 1.) 

Versuch 2. 1 g des im Dezember 1907 dargestellten 
Morner-Dehydrochloridhimins hinterlieb 0,3 g Riickstand, eine 
Ausscheidung im Betrage von 0,6 g stellte sich auch erst nach 
Verjagung des Chloroforms und Zusatz von etwas Salzsiure 
ein, und diese tibrigens undeutlichen Krystalle stellten kein 
typisches Hiimin vor, wie die Analyse bewies. 

0.1743 g Substanz bei 100° getrocknet gaben 0,0118 g AgCl und 0,0211 ¢ 
Fe,O,; (Carius) = 1,67°/o Chlor und 8,47°/o Eisen. 

Versuch 3. Um diese Beobachtung zu kontrollieren, wurde 
zuniichst noch ein aus dem Jahre 1902 stammendes Priiparat 
von Dehydrochloridhimin, das damals bei der Analyse richtige 
Werte ergeben hatte, der Umscheidung unterworfen. 1 g wurde 
mit 1 g Chinin und 20 ccm Chloroform '/4 Stunde geschiittelt, 
die Lésung filtriert und mit 10 cem Chloroform nachgespiilt, 
wonach 0,09 g zuriickblieben. Die Lésung wurde in 150 ccm 
mit Kochsalz gesittigtem Eisessig bei 106° unter starkem Rtihren 
eingetragen. Beim Erkalten fand kein Absatz von Krystallen 
statt, erst bei liingerem Stehen wurden 0,3 g erhalten, doch 
erwies sich auch hier der Chlorgehalt als viel zu niedrig. 

0,1820 g Substanz (100°) gaben 0,0276 g AgCl und 0,0250 g Fe,0, 
= 2,88°/0 Cl und 9,6°%o Fe (Carius). 

Der folgende Versuch bewies dann in der Tat die Unmdg- 
lichkeit, ein liingere Zeit aufbewahrtes Dehydrochloridhaimin- 
priiparat wieder in Hamin zu verwandeln. Zur Verwendung 
gelangte Mérner-Himin, das zuniichst einmal erschépfend mit 
Ather extrahiert wurde, wobei Spuren von Farbstoff heraus- 
genommen wurden, die sich in Natronlauge lOsten. Dann wurden 
10 g in zwei Portionen in Dehydrochloridhéimin tibergefiihrt. 
Es ist namlich nicht ratsam, eine gréBere Menge auf einmal 
zu verarbeiten, da alsdann eine annihernd vollige Herausnahme 
des Chlors nicht gelingt. Erhalten wurden 9,4 g Dehydrochlorid- 
hiimin, die nun bei der Extraktion mit Ather 0,2 g des von 
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Fuchs und mir‘) beschriebenen KOorpers lieferten, womit neben- 
her sicher bewiesen wurde, da sich dieser erst unter dem 
Einflu§B des Anilins bildet. 


Analyse des Dehydrochloridhiimins: 

0.1449 g Substanz (110°) gaben 0,3488 g CO, und 0,0692 g H,0. 

0,1182 » > (110°) » 9,25 cem N (17°, 750 mm). 

0.1415 » > (110°) » 109 » » (16,59, 740 mm). 

0.1396 » > (110°) » 0,0178 g Fe,O, und Spuren von 
Chlor (Carius). 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,Fe: Gefunden: 
C 66,34 65,65 
%o H 5,04 5,3 
%e N 9,15 8,8 und 8,75 
%o Fe 9,15 8,9. 


14 Tage nach der Darstellung (am 13. X. O8) wurde dann 
das Dehydrochloridhiimin mit Hilfe von Chinin und Chloroform 
umgeschieden, wobei es sich restlos liste; 2 g¢ gaben 1,5 g 
typisches Himin. 

0,1265 g Substanz (110°) gaben 0,2920 g CO,, 0,0587 g H,O und 
0.0160 g Fe,O, (Asche). 

0,1467 g Substanz (110°) gaben 11,6 ccm N (14,5° 750 mm). 

0.20833> (110°) » 0,0434g AgCl und 0,0264 g Fe,0, 
(Carius). 


Berechnet fiir C,,H,,O,N,FeCl: Gefunden: 
C 62,62 62,95 — — 
% H 4,91 515 —- — 
% N 8,59 — 907 — 
%o Fe 8,59 885 — 9,09 
%o Cl 5,43 —_ — 5,28. 


Versuche 4 und 5. Fast ein Jahr nach der Herstellung 
wurden alsdann zwei weitere Versuche zur Umscheidung ge- 
macht, am 24. resp. 30. September 1909; beide wurden mit je 
1 g Dehydrochloridhiimin ausgefiihrt, wobei es sich zeigte, dab 
die Auflésung nur sehr allmiéhlich erfolgte, auch blieb trotz 
Nachspiilens mit Chloroform viel Farbstoff im Filter hiaingen; 
die Ausscheidung betrug trotzdem 0,75 resp. 0,7 g, doch lieBen 
sich in ihr unter dem Mikroskop deutlich drei verschiedene 
Formen erkennen, naimlich amorphe braune Partikel neben 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 2021 (1907). 
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hantelf6rmigen und typischen Haminkrystallen. Beide Aus- 
scheidungen enthielten dann auch zu wenig Chlor. 
1. 0.2143 g Substanz (110°) gaben 0,0286 g AgCl und 0,0295 g Fe,0, 
== 3,3°/o Cl und 9,63 °/o Fe (Carius). 
2, 0.2430 g Substanz (100°) gaben 0,0120 g AgCl und 0,0304 g Fe,0, 
== 1,22°%o Cl und 8,75°/o Fe (Carius). 

Die Versuche zeigen also eine Ubereinstimmung insofern, 
als bei keinem die glatte Bildung typischen Himins beobachtet 
werden konnte; die Ursache dieses Verhaltens ist in der Heraus- 
nahme des Chlors zu suchen, denn Hiimin halt sich, nach allem, 
was bisher bekannt ist, jahrelang unveriindert, und es ist be- 
merkenswert, daf sich das Dehydrochloridhamin tiberhaupt 
mehr dem Hiimatin anschlieft als dem Hiimin, wie aus dem 
Verhalten gegen Sauren hervorgeht, das im nachsten Abschnitt 
beschrieben ist. Ich glaube daher auch hier den Grund fiir 
das Versagen der Umscheidungsversuche in einer allmiihlich 
auch im festen Zustande eintretenden Polymerisation suchen zu 
kénnen, obgleich es nicht ganz ausgeschlossen erscheint, dab 
der Luftsauerstoff eingewirkt hat.!) Die Elementaranalysen 
haben uns naémlich gerade in den letzten drei Jahren des Ofteren 
ganz unbefriedigende Resultate ergeben, fiir den Kohlenstoff 
sowohl wie fiir den Wasserstoff wurden zu niedrige Werte 
erhalten, so dafi die Entscheidung, ob ein analytischer Fehler 


') Das zu Versuch Nr. Il benutzte Dehydrochloridhamin ergab gleich 
nach der Darstellung folgende Resultate: | 
I, 0,2065 g Substanz (110°): 0,5000 g CO,, 0,1025 g H,O und 0,0255 g Fe,0, 

(Asche). 
0.1993 g Substanz (110°): 16 ccm N bei 14° und 734 mm B. 
0.2156 » > (110°): 0,0065 g AgCl und 0,028 g Fe,O, (Carius). 

Nach 2 Jahren wurde dasselbe Praiparat von mir mit folgendem 
Erfolg analysiert: 

0,1807 g Substanz (100°): 0,4291 g CO,, 0,0865 g H,O und 0,0239 g 
Fe,0, (Asche). 


Berechnet fiir C,,H,,0,N,Fe: Gefunden: 
1906 1908 
66,34 65,9 64,77 
H 5,04 5,3 
N 9,15 9,1 
%o Fe 9,15 8,6 u. 9,0 9,2 


Cl 0,0 0,7 
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vorliegt oder ob sich das betreffende Praparat verindert hatte, 
schwer fillt.!) Wa&ahrend sich aber in den beiden zuletzt be- 
schriebenen Versuchen (4 u. 5) der in Lésung gegangene Farbstoff 
aus der essigsauren Lésung beim Erkalten gréftenteils wieder 
ausgeschieden hatte, war bei den ersten (1 u. 2) eine Abschei- 
dung tiberhaupt nicht eingetreten, und der dritte Versuch nimmt 
eine Mittelstellung ein. Nun ist es immer méglich, die in Lésung 
gebliebenen Teile des Farbstoffs — denn quantitativ sind die 
Ausbeuten an Himin niemals, wie schon Nencki und Zaleski 
angegeben haben?) — dadurch wiederzugewinnen, daf der Eis- 
essig unter vermindertem Druck abdestilliert und der Rest der 
Losung in angesduertes Wasser eingetragen wird. War auch 
nicht zu hoffen, dafi die so erhaltenen Niederschlage®) sich als 
einheitlich erweisen widen, so konnte doch die Analyse viel- 
leicht tiber die Art der Veranderung, die der Farbstoff erlitten 
hatte, Aufschlu8 geben. Es ist deshalb auch noch der Versuch 
gemacht worden, durch Wiederholung des ganzen Verfahrens 


‘) Das zum Versuch Nr. I benutzte Acet-Dehydrochloridhamin hatte 
meinem Assistenten Dr. Lacour bei der Analyse nur 60,7 °jo C und 4,9°/o H 
ergeben, ich fand dann 64,98 °/o C und 5,14°/o H. 

Auch mein Assistent, Herr Apotheker Eppler, bekam bei seinen 
ersten Analysen zu niedrige Werte und zwar bemerkenswerterweise 
sowohl fiir C wie fiir H. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 392. 

’) Bei einem Praparat gelang es, aus ihnen noch krystallisiertes, 
allerdings nicht ganz reines Himin zu gewinnen, hier handelte es sich 
aber um einen in sehr reichlicher Menge entstandenen Kérper, da _ bei 
der betreffenden Umscheidung von Acethamin die Ausbeuten an aus- 
krystallisiertem Farbstoff verhaltnismahig gering waren, aus 38,5 g waren 
nur 20,8 g wiedererhalten worden. 5,5 g desselben wurden mit Hilfe 
von 30 g Pyridin und 150 ccm Chloroform geldést, die filtrierte Lésung 
in 600 cem Eisessig von 110° eingetragen, Ausbeute 2 g typisch krystalli- 
siertes Hamin. 

0.1750 g Subst. (Vak. u. 120°): 0,3933 g CO,, 0,0855 g H,O, 0,0212 g Fe,0, 
= 61,29°/o C, 5,42°/o H, 8,48°%o Fe. 
0,1302 g Subst. (Vak. u. 110°): 0,2935 g CO,, 0,0639 g H,O, 0,0170 g Fe,0, 
= 61,48%o C, 5,45°%0 H, 9,14°%o Fe. 
127 g Subst. (110°): 9,9 com N bei 21° und 746 mm B. = 8,7% N. 
0.2193 g Subst. (Vak. u. 105°): 0,0520 g AgCl und 0,028 g Fe,0, 
= 5,86°o Cl und 8,94°%o Fe. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 12 
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das Resultat sicherer zu gestalten. Diese Niederschlage ent- 
halten nun fast alle weniger Eisen wie das Hamin, so daf also 
eine Herausnahme des Eisens als Grund fiir die nur 80 °/o oder 
weniger betragende Ausbeute an Himin angesehen werden kann; 
sie enthalten aber auch Chlor, und zwar in festerer Bindung 
als das Himin — es wird durch Ammoniak nicht oder nur 
sehr schwer entfernt —, und dieser Befund laBt die Deutung 
zu, daB bei der Umscheidung des Hamins eine Anlagerung von 
Chlorwasserstoff auch an einem der Pyrrolringe erfolgt. Die 
folgenden Analysen betreffen gréBere Mengen solcher Fallungen, 
wie sie bei der Umscheidung von 40 g Mérner-Hamin und 
83 g Acethimin erhalten wurden, namlich 8 g (Prap. BI) resp. 
5 g (Praip. BI). (Die Ausbeuten an umgeschiedenem Himin sind 
bei Verwendung von Acethémin immer wesentlich besser.) Die 
Praparate sind durch 1 °/oige Salzsdéure chininfrei gewaschen 
und dann im Vakuum neben Kaliumhydroxyd getrocknet; an 
kaltes Wasser geben sie immer wieder Spuren von Cl‘ ab, selbst 
nachdem das Auswaschen schon tagelang fortgesetzt worden war. 


Priip. BI. 0,2107 g Subst. (i. Vak.) gaben 0,0380 g AgCl u. 0,0241 g Fe,0, 
= 4,46°%o Cl und 8,01°o Fe. 
>» » 0,2665 g Subst. (120°) gaben 0,0474 g AgCl und 0,0298 g Fe,0, 
= 4,4% Cl und 7,8°%o Fe. 
BI in Ammoniak gelést, durch verdiinnte Salpetersiure 
gefallt und chlorfrei gewaschen. 
0,2078 g Subst. (110°) gaben 0,0262 g AgC] = 3,12°o Chlor (Carius). 
1 g des Priparates BII wird erneut «umgeschieden», 
wobei 0,8 g einer B entsprechenden Fallung erhalten werden (BB). 


Analyse des kalt méglichst chlorfrei gewaschenen Praparats: 
0,2177 g Substanz (110°) gaben 0,0408 g AgCl und 0,0234 g Fe,0, 
= 4,63°o Chlor und 7,53°%/o Eisen (Carius). 

Darauf wird es mit heifem Wasser chlorfrei gewaschen: 
0,1975 g Substanz (110°) gaben 0,0283 g AgCl und 0,0220 g Fe,0, 
== 3,5°%o Chlor und 7,81°/o Eisen (Carius). 

Endlich wird BB in Ammoniak gelést, durch verdiinnte 
HNO, gefallt, der erhaltene Niederschlag chlorfrei gewaschen 


und getrocknet: 
0,1340 g Substanz (110°) gaben 0,0150 g AgCl und 0,0151 g Fe,0, 
= 2,7°/o Chlor und 7,88°/o Eisen (Carius). 
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Ein anderes Priparat B, es war bei dem 3. oben be- 
schriebenen Versuche und zwar in einer Menge von 0,4 g er- 
halten worden, enthielt 2,.26°/o Chlor und 7,6°/o Eisen (0,1675 g 
Substanz (100°) gaben 0,0153 g AgCl und 0,0182 g Fe,0,), 
ihm wurde durch lange Zeit fortgesetzte Behandlung mit Am- 
moniak das Chlor bis auf Spuren entzogen: 

0,1743 g Substanz (105°) gaben 0,0196 g Fe,O, = 7,8°/o Eisen. 

Die Anlagerung von Chlorwasserstoff an Dehydrochlorid- 
himin kann auch noch auf einfachere Weise erfolgen und zwar 
nach derselben Methode, deren sich Zeynek!) bediente, um 
sein Verdauungshiimatin in Hamin iiberzufiihren. Schwemmt 
man namlich Dehydrochloridhimin (1 g) in Aceton (150 ecm) 
auf und setzt einige (5) Tropfen 25°/oiger Salzsiiure zu, so 
geht der Farbstoff rasch in Lésung. Im Filtrat erscheinen dann 
nach kurzer Zeit typische Himinkrystalle. Ein reines Produkt 
wurde bisher nicht erhalten, die Analyse ergab zu wenig Chlor 
(0.2065 g Substanz gaben 0,0318 g AgCl und 0,0271 Fe,0, 
= 3,81°/o Cl und 9,18°/o Fe), doch wird es sicher gelingen, 
das Verfahren zweckmifiger zu gestalten, und es ist bemer- 
kenswert, daf auch ein langere Zeit aufbewahrtes Dehydro- 
chloridhémin nach dieser Methode Chlorwasserstoff addierte. 

Auf Seite 166/167 wurde ein Versuch erwihnt, aus dem 
hervorgeht, dafi der von Fuchs und mir beschriebene, bei 205 
bis 210° schmelzende K6rper sich erst durch die Behandlung 
mit Anilin aus dem Hamin bildet. Die Erklirung, die wir auf 
Grund der von Fuchs ausgefiihrten Analysen fiir die Bildung 
desselben gaben, wonach die kleinen Mengen von Athylester, 
die dem Moérner-Hiamin beigemengt zu sein pflegen, in Be- 
tracht kamen, wird aber durch die Tatsache hinfallig, da®B auch 
«Acethamin» nach der Behandlung mit Anilin scheinbar den- 
selben Kérper lieferte. Herr Lacour erhielt z. B. bei Verar- 
beitung von 97 g Acethiimin 1,1 g der neuen Verbindung. Nach 
dreimaliger Umkrystallisation aus siedendem 90°/oigem Alkohol 
zeigte die aus langgestreckten rhombischen Prismen bestehende 
Krystallmasse, die sich beim Trocknen filzig zusammenlegte, 
den Schmelzpunkt 205°, wie es auch Fuchs beobachtet hatte. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 28. 
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Zur weiteren Aufkléirung tiber die Herkunft dieses Kér- 
pers haben wir noch die folgenden Versuche angestellt. 

a) Ein mit Ather erschépfend extrahiertes Dehydrochlo- 
ridhimin wurde von neuem mit Anilin behandelt, wobei sich, 
wie es auch friiher schon beobachtet war (Diese Zeitschrift, 
Bd. XL, S. 409), zeigte, daf der Farbstoff sich recht schwierig 
loste, was tibrigens ein Beweis dafiir ist, dafi die Léslichkeit 
des Haémins in Anilin auf einer Salzbildung beruht, im Dehydro- 
chloridhiimin ist die saure Gruppe an das Eisen gebunden.') 
Im gegebenen Fall hatten 100 g Anilin nur 0,6 g des Farb- 
stoffs gelést, welche Lésung nun wieder auf Dehydrochlorid- 
hiimin verarbeitet wurde. Bei der Extraktion des getrockneten 
Produkts mit Ather gingen dann doch Spuren farbiger Substanz 
in das Lésungsmittel, so dai es nicht unwahrscheinlich ist, 
dafi sich der gesuchte Korper gebildet hat. 

b) Acethimin wurde mit o- und p-Toluidin behandelt, 
das erstere liste so gut wie nichts auf, das letztere dagegen 
ebenso reichlich wie Anilin, eine Beobachtung, die wohl wie- 
derum dafiir spricht, daB die Auflésung auf einer Salzbildung 
beruht, die beim o-Toluidin aus sterischen Griinden verhindert 
ist. Das aus 5 g Himin und 100 g geschmolzenem p-Toluidin 
hergestellte Dehydrochloridhimin gab dann an Ather den ge- 
suchten Kérper scheinbar nicht ab, d. h. es sammelte sich 
im ExtraktionsgefaiB ein harziger Absatz, der aber sehr leicht 
in Ather léslich war. 

Weitere Versuche iiber den bei 205° schmelzenden Korper 
sind beabsichtigt. 


Zusammenfassung. 


1. Dehydrochloridhaémin erleidet beim Aufbewahren eine 
Veriinderung, durch welche eine glatte Anlagerung von Chlor- 
wasserstoff unter Riickbildung von typischem Hamin verhindert 
wird. 

2. Anderseits erfolgt die Bildung von Haminkrystallen 
aus Dehydrochloridhimin bereits bei der Einwirkung von Salz- 
siure, wie es Zeynek bei seinem Verdauungshimatin beobach- 


') Vgl. Seite 234. 
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tet hat, wahrend bei dem aus Hamin durch Alkalien herge- 
stellten Hamatin eine analoge Umsetzung nicht erreicht wer- 
den kann. | 

3. Bei der Umscheidung von Hiimin nach Schalfejeff 
bleibt stets ein Teil des Farbstoffs in Lésung, dieser enthiilt 
weniger Eisen wie Haimatin und weist einen Gehalt an Chlor 
auf, der sich durch Behandlung mit Alkalien nicht abtrennen libt. 

4. Hamin lost sich wie in Anilin so auch in p-Toluidin 
auf, was auf Salzbildung zuriickzufiihren ist, o-Toluidin lést 
nicht, so dafi es den Anschein hat, als ob hier eine sterische 
Hinderung der Salzbildung vorlige. 


2. Abschnitt. 


Uber die Abspaltung des Haimatineisens und die Bildung 

des Hamatoporphyrins. 

Die Abspaltung des Eisens aus dem Hiimatin, und zwar 
unter dem Einflu$8 konzentrierter Schwefelsiure, ist zuerst von 
MulderundvanGoudoever')beobachtet, vonHoppe-Seyler?) 
alsdann niaher verfolgt worden, der auch noch andere Siéuren 
auf ihre Wirkung untersucht hat. Nach seinen Erfahrungen wird 
das Eisen aus dem Blutfarbstoff und aus dem Hiimochromogen 
leichter herausgenommen als aus dem Hiimatin, das sein Eisen 
erst bei der Behandlung mit konzentrierter Schwefelsiiure oder 
mit rauchender Salzsiiure bei 160° verliert. «Wird aber das 
Hiimatin in schwach saurer alkoholischer L6sung bei Anwesen- 
heit von Zink oder Zinn bis zum Sieden des Lésungsmittels 
erhitzt, so erleidet es bereits dieselbe Umwandlung, ohne Zweifel 
weil hier zunichst Hiimochromogen entsteht.»*) 

Cazeneuve‘*) fafit seine sich in gleicher Richtung be- 
wegenden Untersuchungen dahin zusammen, dafi ein grofer 
Uberschu8 von konzentrierter Salzsiiure auf Hiimatin sehr lang- 


') Journ. f. prakt. Chem., Bd. XXXII, S. 186 (1844). 

2) Lehrbuch der physiol. Chemie, S. 312 u. 396. 

5) Die Umsetzung mufi hier rascher verlaufen, weil es sich um 
eine Lisung handelt. 

*) Bull. de la Soc. chim., Bd. XXVII, S. 488 (1877). 
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sam in der Kalte, viel rascher bei 100° und sehr prompt bei 
150° einwirkt, wobei ein eisenarmes und ein eisenreiches Pro- 
dukt entsteht, welche Beobachtung ich insofern bestatigen kann, 
als das Eisen bei einer ersten Behandlung niemals vollstandig 
entfernt werden kann; das eisenreiche Produkt diirfte allerdings 
wohl nur ein Gemenge von etwas Farbstoff mit Eisenoxyd 
gewesen sein. 

Die Beobachtungen Hoppe-Seylers sind dann durch 
van Klaveren!) und R. v. Zeynek?) bestatigt worden. In dem 
eisenarmen Kathimoglobin des ersteren kann ich wenigstens 
nur ein Gemisch erblicken, in dem ein Teil der Molekeln des 
Blutfarbstoffs das Eisen verloren hat; es ist nicht, wie Klaveren 
glaubt, ein Teil des Hamatinmolekiils abgesprengt worden, 
sondern nur das Eisen. R. v. Zeynek findet, daf sein durch 
Verdauung des Blutfarbstoffs erhaltenes Hamatin leichter Eisen 
verliert, als das auf dem Umwege tiber das Hamin hergestellte 
Himatin, daB es sich also dem Haémochromogen anschliebt. 

Endlich hat Nencki,*) der zuerst das Eisen gleichfalls 
mit Hilfe von Schwefelsaure entfernte, ein Verfahren angegeben, 
das Eisen durch mit Bromwasserstoff gesattigten Eisessig zu 
eliminieren. *) 

Mit der Herausnahme des Eisens gehen nun Verande- 
rungen der organischen Materie Hand in Hand, die je nach den 
Arbeitsbedingungen verschieden ausfallen. Hoppe-Seyler 
nannte Himatoporphyrin ein in Alkalien lésliches, in verdiinnten 
Sauren unlésliches Produkt, das unter der Einwirkung von kon- 
zentrierter Schwefelsiure bei Luftzutritt aus Hamatin entstand 
und fiir das er die Zusammensetzung C,,H,,0,,.N, ermittelte; 
es liste sich in der konzentrierten Séure, fiel aber beim Ein- 
tragen in Wasser aus. Daneben erhielt er ein «Hématolin» 
genanntes Produkt, das in Alkalien und auch in der konzen- 
trierten Saure unléslich war; es entstand ausschlieflich, wenn 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 293 (1901). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 472 (1906). 

*) Archiv f. exp. Pathol. u. Pharmak., Bd. XXIV, S. 430 (1888). 

*) Es wird noch davon die Rede sein, daf§ man das Eisen auch 
mit Hilfe von Oxalséure herausnehmen kann. 
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der Luftzutritt gehindert wurde. Bei einer Wiederholung dieser 
Versuche fand Nencki,') da8 sich Hamin zur Darstellung dieses 
Hamatoporphyrins besser eignet als Himatin, da es sich in der 
konzentrierten Schwefelsaiure nahezu vollig lést, wahrend Hié- 
matin zum groften Teil in «Hamatolin» iibergefiihrt wird. Nach 
meinen Erfahrungen, die Herr Dr. Nicole durchaus bestitigen 
konnte, lést sich Himatin aber tiberhaupt nicht in konzentrierter 
Schwefelséure?) auf, dagegen bleibt bei Verwendung von Hamin 
ein wenn auch nur geringer Teil des entstandenen Farbstoffs in 
der durch Eingiefen in Wasser stark verdiinnten Saure loslich, 
wihrend’der gréfere Teil gefillt wird, eine Beobachtung, die 
wir stets gemacht haben, wihrend ich eine Angabe hieriiber 
in Nenckis Beschreibung des Vorgangs vermisse.*) Letzterer 
hat diesen Prozefi nicht eingehender verfolgt, da er in der Ein- 
wirkung von Eisessig- Bromwasserstoff ein Mittel fand, zu einem 
krystallisierende Salze gebenden Derivat des Haimatins zu ge- 
langen, das er nun auch mit dem Namen «Hamatoporphyrin» 
belegte. Auch hier entsteht ein «Nebenprodukt», das in ver- 
diinnten Sauren nicht léslich ist. Endlich hat Cazeneuve 
neben einem in verdiinnter Salzsaure léslichen Farbstoff einen 
hierin unldslichen erhalten. 

Vergleichen wir nun die Angaben tiber die Eigenschaften 
der erhaltenen Produkte, so ergeben sich wesentliche Unter- 
schiede nicht nur zwischen Hoppe-Seylers Hamatoporphyrin 
und den in verdiinnten Sauren léslichen Porphyrinen, sondern 
auch zwischen den letzteren selbst, was die folgende Tabelle 
veranschaulichen mag. Ich komme auf diese Ergebnisse noch 
zurtick (vgl. Seite 182). 

Nach allem schien die Einwirkung von Salzsiaure bei einer 
zwischen 100 und 150° liegenden Temperatur auf Himatin fiir 
die von uns ins Auge gefafite Herstellung der Muttersubstanz 


') Arch, f. exp. Pathol. u. Pharm., Bd. XVIII, S. 401. — Omnia 
opera, Bd. I, S. 753 (1884). 

*) Wohl aber in rauchender Schwefelsdure. 

*) Er sagt: «Das durch Eingieflen der schwefelsauren Lisung in 
Wasser in amorphen, braunroten Flocken abgeschiedene Hamatoporphyrin 
war in Alkohol, Ather und verdiinnten Sauren fast unlislich. 
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Darstellung 


Farbe der sauren 
| Liésung 


Natronlauge 


Bemerkungen 


1. Aus Héamatin 
durch konzen- 
trierte Salz- 
siure im Uber- 
schuf bei 150° 


2. Aus Himin 
durch 10°/oige 
Salzsaure bei 
150° 


3. Aus Himin 
durch Eisessig- 
Bromwasser- 
stoff bei Z.-T. 


4. Aus Himin 
durch konzen- 
trierte 
Schwefelsaure 
bei Z.-Temp. 
entstehen an- 
scheinend 
mehrere 
«Himato- 
porphyrine» 


den Licht blutrot, 


‘Im durchfallen- 


im auffallenden 
apfelgriin 


Violett (Nuance 
zwischen Lisung 
von Jod in CS, 
und in 


Lebhaft rot mit 
blaulichem Stich 


Kirschsaftrot 


a) blaulicher 
Stich 


b) kirschsaftrot 


Fallt den 
Farbstoff, list 
im Ue. nicht 


Loést unter 
Salzbildung 


Lost 


Fallt aus, so- 


brauner Stich bald die L6- 


sung des Farb- 


stoffs in ver- 


diinnter 
Schwefel- 
saure 


fast neutrali- 


siert ist, 
list nicht 


Cazeneuve. 


W. Kiister. Es liegt nur 
ein Versuch mit ca. 0.5 g 
Substanz vor, wobei sich 
nur sehr wenig Hp. gebil- 
det hatte, daneben war ein 
in Siiuren u.Alkalien unlés- 
licher Kérper entstanden. 


Nencki. 


Der Hauptanteil des Farb- 
stoffs wird aus der Lésung 
des Haminsinkonzentrier- 
ter Schwefelsiure durch 
Wasser gefallt. Wird diese 
Fallung nach dem Trock- 
nen von neuem in konzen- 
trierter H,SO, gelést und 
die Lésung in Wasser ge- 
gossen, so erhalt man ein 
nicht gefarbtes Filtrat. 
Durch fortgesetzte Be- 
handlung mit H,SO, ent- 
steht also ein in ver- 
diinnten  unlvs- 


liches Produkt. 


des Haimatins noch am giinstigsten zu sein, da hierbei die 
Hamatoporphyrinbildung am ehesten vermieden wird, was auch 
einige Vorversuche zu bestiitigen schienen. Ihre Eigenschaften 
kennen zu lernen, war fiir uns aber von Interesse, nachdem 
der von Fuchs und dem einen von uns!) beschriebene Korper 
nach dem Ausfall der ersten Analysen in Beziehung zu dieser 
von uns Himaterinséiure genannten Verbindung stehen konnte, 
ganz abgesehen von ihrer Wichtigkeit fiir die Theorie der 
Hiimatoporphyrinbildung. Daneben stand zu hoffen, daB uns die 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 2021 (1907). 
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Versuche eine Aufklirung tiber den Zustand des Eisens im 
Hamatin bringen wiirden, denn es war bisher nicht erwiesen, 
ob es zwei- oder dreiwertig auftritt. Nach der Einwirkung 
konzentrierter Schwefelsiure wurde das Eisen von Hoppe- 
Seyler!) und von Nencki?®)als Ferrosulfat vorgefunden; letzterer 
gibt ferner an, dafi es, durch Eisessig-Bromwasserstoff entfernt, 
als Ferro- und als Ferrisalz in den Filtraten vom Himatopor- 
phyrinnatrium angetroffen wird,%) und letztere Beobachtung 
erhielt ich bei einigen diesbeziiglichen Versuchen durch meine 
Assistenten immer wieder bestiitigt. Nur einmal habe ich mit 
K6lle*) zusammen bei der Einwirkung von Eisessig-Bromwasser- 
stoff auf in EKisessig gelosten (wasserhaltigen) Himatinschlamm, 
wobei kein Haimatoporphyrin entstand, das gesamte Eisen als 
Ferriverbindung erhalten, auch war hier das Eisen restlos ent- 
fernt.5) Eppinger®) gibt an, das Eisen werde als Ferriver- 
bindung abgespalten, anderseits wollen meine Assistenten 
Dr. Nicole und Dr. Schafer je einmal nur Ferrosalz beob- 
achtet haben. 

Endlich hat Zaleski’) das Eisen in das Mesoporphyrin 
unter Benutzung von Ferroacetat eingefiihrt, glaubt aber in 
seinem <hydrogenisierten Haimin» doch eine Ferriverbindung 
erblicken zu miissen. 

Quantitative Versuche, die Menge der nebeneinander er- 
haltenen Ferro- und Ferri-lonen zu bestimmen, und zwar nach 
der Einwirkung von konzentrierter Schwefelsiure, hat Herr 
Dr. Nicole bereits vor 5 Jahren ausgefiihrt, wobei er feststellen 
konnte, daB das Verhiiltnis von Fe! zu Fe! jedenfalls nicht 
= 1:1 war, was dahin hatte gedeutet werden kénnen, dab 
doch, wie Hoppe-Seyler es annahm, zwei Atome Eisen im 


1) Med.-chem. Untersuchg., S. 529. 

2) Omnia opera, Bd. I, S. 756. 

3) Ebenda, Bd. II, S. 76. An einer anderen Stelle spricht er nur 
von Oxydulsalz (Bd. II, S. 754/58). 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 34 (1899). 

5) 5,5 g Hiimin gaben 0,65 g Fe,O,, wahrend 0,67 g enthalten sein 
konnten, vgl. die Analyse auf S. 183. 

") Dissertation, Miinchen 1907, S. 19. 

") Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 11. 
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Himatin enthalten sind. Eine genauere Durchfiihrung scheiterte 
daran, dafi beim Hamin immer lésliches Hématoporphyrin auf- 
trat, das wegen des starken Farbevermogens eine Titrierung 
nicht ermdglichte, waihrend beim Hématin die Eisenabspaltung 
immer unvollstaéndig blieb, was wohl darauf zuriickzufiihren ist, 
dai es sich nicht wie Hamin in der Schwefelséure lost. Dehydro- 
chloridhaimin nahm eine Mittelstellung ein, insofern es sich wie 
das Hamin in der konzentrierten Séure léste, beim Eingiefen 
dieser LOsung in Wasser aber vollstandige Fallung ohne Bildung 
eines farbenden Salzes eintrat. So erschien es fiir unser Vor- 
haben besonders geeignet; leider enthielt ein zweites Priparat 
offenbar noch gréBere Mengen von Hamin, so daf hier die ver- 
diinnte Lésung stark gefirbt war. Weitere Versuche unter- 
blieben damals, da Herr Dr. Nicole in die Praxis tibertrat. — 
Unsere neuen Versuche wurden mit 10 °/oiger Salzsiure unter 
Druck bei 130° angestellt') und fiihrten in bezug auf die eisen- 
freie Muttersubstanz des Himatins bisher nicht zum Ziel, wohl 
aber schafften sie uns Aufklaérung iiber die Bindungsart des 
Eisens, und zugleich wurde ein wesentlicher Unterschied im Ver- 
halten des Haémins einerseits und des Dehydrochloridhémins 
und Hamatins anderseits aufgefunden, Beobachtungen, die auch 
einige Aufklairung tiber den Chemismus der Hamatoporphyrin- 
bildung erméglichen. Unter den angegebenen Bedingungen ver- 
lieren Dehydrochloridhimin und Haématin den gréften Teil des 
Kisens (etwa 4/5) ohne Haématoporphyrinbildung,*) wahrend das 
Hémineisen nur zum kleineren Teil (etwa !/5)%) abgespalten 
wird, dabei entsteht in geringer Menge Hamatoporphyrin. 

1) Bei héherer Temperatur tritt Himatoporphyrin auf, wie schon 
Cazeneuve beobachtet hat. Bei 100° wirkt selbst ca. 40°%/oige Salz- 
siure viel langsamer, hier wurde aus Dehydrochloridhimin bei einer 
ersten Behandlung nur 53,5°/o des Eisens herausgelist, durch fortgesetzte 


Einwirkung wurden noch 30,6 und 6,5°/o weggenommen, wobei es zur 
Bildung von Hamatoporphyrin kam. 

*) Unter Hamatoporphyrin ist hier der in verdiinnter Salzsaiure 
losliche Farbstoff gemeint. 

*) Meine kurze Mitteilung in den Berichten d. Deutsch. chem. Ges., 
Bd. XLIII, S. 370, enthalt die Angabe, dafi 5°/o des Eisens abgespalten 
werden, was unrichtig ist. 

Ubrigens verhalten sich verschiedene Haminpraparate verschieden, 
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Eine quantitative Loslésung des Eisens gelang bisher 
nicht, und es wiirde auch zwecklos — im Hinblick auf unser 
Vorhaben — gewesen sein, eine solche erreichen zu wollen, 
da das Hamatin zugleich sehr wesentliche Veranderungen er- 
leidet: das Reaktionsprodukt ist auch in Alkalien unldslich 
geworden, eine Eigenschaft, die Hoppe-Seyler an seinem 
Hamatolin beobachtete, das aus Hamatin durch konzentrierte 
Schwefelsaure unter AbschluB von Luft entsteht, und auBer- 
dem hat es eine Oxydation erfahren. 

Nach beendeter Einwirkung der Salzsaure fand sich nim- 
lich auch bei diesen Versuchen das Eisen als Ferro- und als 
Ferrisalz in der LOsung vor, und zwar bestand der weitaus 
grote Teil aus ersterem. Nun hatte der eine von uns schon 
gelegentlich der Untersuchungen von Nicole vermutet, daB das 
Ferrosalz von einer sekundéren Reaktion herriihre, d. h. dab 
primar abgespaltenes Ferrisalz durch die organische Materie 
reduziert sein kénnte, jetzt bot sich die Gelegenheit, diese An- 
schauung durch das Experiment zu priifen, und es zeigte sich 
in der Tat, daB noch fast ebensoviel Eisenchlorid in Ferrosalz 
iibergefiihrt wurde, als aus dem verwendeten Gewicht Hiamatin 
abspaltbar war. Damit halte ich es nun fiir erwiesen, dafi das 
Eisen im Haématin und Hamin dreiwertig auftritt, und die von 
Hoppe-Seyler!) wie von Nencki?) fiir die Haimatoporphyrin- 
bildung mittels Schwefelséure aufgestellten Gleichungen miissen 
insofern eine Korrektur erfahren, als der zur Bildung ihres 
Farbstoffs notige Sauerstoff*) wenigstens zur Hilfte aus dem 
Eisensalz stammt. Ich unterlasse es, des niheren auf den Che- 
mismus dieses Vorganges einzugehen, weil es wenig wahr- 


das nach Mérners Methode bereitete Haimin z. B. gab mehr Eisen ab 
als «Acethimin»>, was ohne Zweifel darauf zuriickzufiihren ist, dah 
solche Praiparate weniger rein sind als die nach Schalfejeffs Verfahren 


gewonnenen. 

1) Med. chem. Unters., S. 532. 

*) Omnia opera, Bd. I, S. 756. 

5) Dieser Sauerstoff wird nicht wihrend der Einwirkung der Schwefel- 
sdure aufgenommen, wie ein Versuch erwies; Nencki nimmt daher an, 
dafi der entstandene Farbstoff sich erst oxydiere, wenn er in alkalische 
Lésung gebracht worden ist. 
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scheinlich ist, daS hierbei ein einheitliches Produkt erhalten 
wird, enthilt doch dasselbe z. B., wie schon Hoppe-Seyler 
gefunden hat, stets kleine Mengen von Schwefel, die sich auch 
durch Auswaschen mit heifem Wasser nicht vollsténdig ent- 
fernen lassen. Recht wenig erklarlich ist auch die Bildung des 
Hiimatolins, das sich bei Abschlu8B der Luft aus Hamatin bildet. 
Das Niichstliegende wire, an eine Abspaltung von Wasser zu 
denken, wodurch sowohl die sauren wie die basischen Eigen- 
schaften aufgehoben werden kénnten, mit welcher Annahme 
allerdings die von Hoppe-Seyler') ermittelte Zusammen- 
setzung ganz und gar nicht tibereinstimmt. Herr Nicole fand 
dann auch fiir ein solches in Alkalien und Séuren unldsliches 
Produkt ganz andere Werte,?) ferner beobachtete er das Auf- 
treten von Schwefeldioxyd,*) so daB sich also auch die Schwefel- 
siure an der Oxydation der organischen Materie beteiligen 
diirfte. 

Wir haben nun auch durch die Einwirkung von Salz- 
siure bei 130° Produkte erhalten, die sich in Natronlauge und 
zwar selbst bei liingerem Kochen nicht lésen; die Bildung 
himatolinartiger Derivate scheint also sehr leicht einzutreten. 
Eine Ausnahme machen die unter Zusatz von Oxalsiure oder 


Hoppe-Seyler gibt fiir das «Hamatolin» die Formel C,,H,,0;,N, 
an und bemerkt selbst, daf die fast vollstandige Ubereinstimmung der 
gefundenen mit den berechneten Werten eine zufallige sein wird. 

?) 0,1620 g Subst. gaben 0,3946 g CO,, 0,0837 g H,O u. 0,0010 g Asche 

0,1517> » » 12 ccm N bei 12° u. 736 mm B. 
1,1210> » »  0,0072 g BaSO, = 0,0024 g SO,, 
woraus sich unter Abzug der SO, berechnet: 67,0 °/o C, 5,84°/oH, 9,3 °/oN, 
was am besten mit C,,H,,0,N, tibereinstimmt: 66,66 °/o C, 5,88 °/o H, 9,15 N. 
Ein solcher Kérper kénnte sich nach folgenden Gleichungen bilden: 


(:,4H,,0,N,FeOH + H,SO, == + 
4 


H,O +- O, = C,,H,,0,N,. 

Wenn also die Schwefelsiure Anhydridbildung zwischen den sauren 
und basischen Gruppen bewirkt hat, muf an anderen Stellen des Molekiils 
eine Wassereinlagerung erfolgt sein. 

*) Ebenso wie Nencki, Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XVIII, 
S. 415. SO, tritt auch auf, wenn H,SO, bei Luftzutritt auf Hamatin 
einwirkt. 
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durch Oxalséure allein dargestellten Produkte, auch zeigt die 
Analyse derselben anniihernde Ubereinstimmung der Werte mit 
dem aus der Formel C,,H;,0,N, berechneten Prozentgehalt. 
Ein so zusammengesetzter Korper kOnnte sich nach der Gleichung 
2C,,H,,0,N,FeOH +4 HCl + C,H,O, = 2C,,H,,0,N, +2 FeCl, +2 H,O +2CO, 
gebildet haben und stellt vielleicht sogar die von uns gesuchte 
organische Muttersubstanz des Hiimatins vor. Die durch die 
Wirkung der Salzséure allein aus Hiimatin entstehenden Pro- 
dukte enthalten etwas weniger Kohlenstoff und bekunden da- 
durch, daf das abgespaltene Ferrichlorid oxydierend gewirkt hat. 


Berechnet Gefunden ‘) 


fiir 11. | III 3. 4 6. 
C,,H,,0,N, mit Oxals./ Ht mitHCl-+ Oxals. Ht mit HC] Hi mit HC1+-FeC]l, 
C 72,6 69,93 70,69 69,76 69,58) 69,72 

| 


% H 5,8 5,67 601 579| 5,82 


Jedenfalls ]aB8t sich auf Grund dieser Beobachtungen das 
Ausbleiben der Hamatoporphyrinbildung dahin deuten, dafi das 
Himatin zunichst den gréften Teil des Eisens verliert und 
nun durch das Ferrichlorid an der Stelle des Molekiils die 
Oxydation erfihrt, an der sonst durch Anlagerung von Wasser 
die Porphyrinbildung bewirkt wird. Hiimin verliert das Eisen 
schwerer, so kommt es hier vielleicht friiher zur Addition des 
Wassers und die Porphyrinbildung beginnt, ehe die Oxydation 
erfolgt, die dann an einer anderen Stelle einsetzen muB, denn 
auch beim Hiémin findet sich das abgespaltene Eisen in tiber- 
wiegender Menge als Ferrosalz.2) Daf die Oxydation durch 
das Ferrisalz eine Rolle spielt, geht bereits aus den eingangs 
erwiihnten Angaben Hoppe-Seylers hervor. Er findet, dah 


1) Die Analysen sind auf eisenfreie Substanz umgerechnet und es 
ist zu beachten, die Praiparate Il 1 und JII 3 einen gréferen Aschen- 
gehalt aufwiesen als die iibrigen. Die Zahlen beziehen sich auf die An- 
gabe der analytischen Daten im experimentellen Teil (Seite 189/190). 

Die Versuche, mit Hilfe von Oxalsiure zur «Haimaterinsdéure» zu 
kommen, sollen fortgesetzt werden. 

*) Es bot sich hier oft Gelegenheit, die oxydierende Wirkung des 
Ferrisalzes zu beobachten, der anfanglich rot gefirbte Réhreninhalt ver- 
blafte namlich, sobald er einige Zeit aufbewahrt wurde, was auf eine 
Zerstérung des Farbstoffs zuriickgefithrt werden kann. 
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Haimochromogen glatt durch Einwirkung von Salzsaéure Himato- 
porphyrin bildet, hier wird das Eisen sehr leicht herausge- 
nommen, aber als Ferrosalz, und ferner, dab die Hamatopor- 
phyrinbildung aus Hiimatin dann leicht erfolgt, wenn ein re- 
duzierendes Mittel zugefiigt wird.) 

Im vollen Gegensatz zu diesen Angaben steht nun seine 
Beobachtung, wonach Himatin unter dem Einflu8 von Schwefel- 
siure nur dann Himatoporphyrin bildet, wenn die Luft hinzu- 
treten kann. Dieses Resultat lat wohl nur den einen Schluf 
zu, daf die beiden Reaktionsprodukte verschiedene Korper sind. 
Hierfiir spricht auch eine Beobachtung von Nicole, wonach 
sich das durch Schwefelsiure erzeugte Hiimatoporphyrin durch 
Eisessig-Bromwasserstoff nicht oder nur spurenweis in das 
Himatoporphyrin von Nencki verwandeln waihrend aus 
dem letzteren durch Schwefelsiure?) ein in verdiinnten Sauren 
unléslicher Kérper entsteht. Dann zeigt sich aber auch ein 
Unterschied zwischen diesen Himatoporphyrinen in der Farbe 
der Lésungen ihrer salzsauren Salze; wie bereits in der Ta- 
belle auf Seite 176 vermerkt ist, besaf z. B. der mit Hilfe von 
Salzsiiure erhaltene Farbstoff rotviolette Farbe, wahrend die 
des anderen am besten als kirschsaftrot bezeichnet werden kann. 

Endlich spricht fiir die Verhinderung der Hamatopor- 
phyrinbildung durch eine Oxydation die Tatsache, daf die Ab- 
spaltung des Kisens durch Bromwasserstoff bei Vermeidung 
eines Zutritts von Wasser glatt zum Entstehen des Hiamato- 
porphyrins von Nencki fiihrt. Auch hier geben aber Hamin 
und Dehydrochloridhiimin bessere Resultate als Hamatin, wie 
Nencki*) mehrmals betont, wahrend Eppinger‘*) keinen Un- 
terschied gefunden hat. Wie sehr hier kleine Mengen von 


1) Bei einer Wiederholung dieses Versuches habe ich zuniachst 
keine Bestiatigung erhalten, doch zweifle ich nicht daran, dafs sich das 
Resultat unter bestimmten Bedingungen, die aber noch der Festlegung 
bediirfen, einstellen wird. 

*) Selbst verdiinnte Schwefelsiure bewirkt bei schwachem Er- 
wirmen diese Umwandlung. 

8) Arch. f. exp. Path. u. Pharm., Bd. XXIV, S. 439; Diese Zeit- 
schrift, Bd. XXX, S. 424, und Omnia op., Bd. II, S. 82 u. 755. 

c. S. 24. 
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Wasser eine Rolle spielen, geht daraus hervor, daB ich bei 
Verwendung einer Lésung des noch etwas feuchten Hiimatins 
in der 30fachen Menge Eisessig eine Bildung von Hamato- 
porphyrin niemals beobachten konnte, sondern unter Abspaltung 
des Eisens einen in verdiinnten Siéuren unldslichen K6érper 
erhielt.') 

Beim Himatin geht eben, wie es scheint, die Abspaltung 
des Eisens allen andern Prozessen voraus. Bromwasserstoff ist 
nun aber jedenfalls geeignet, der oxydierenden Wirkung des 
Ferrisalzes zu begegnen, so dafi die Haimatoporphyrinbildung 
vor sich gehen kann; vollstandig wird sie nie werden, wie sich 
denn auch nach den meisten Beobachtungen auch stets Ferro- 
salz vorfindet, und ferner oft in reichlicher Menge?) ein «Neben- 
produkt» auftritt, das in verdiinnten Séuren unldslich ist. Diesen 
Korper durch eine zweite Behandlung mit Eisessig-Bromwasser- 
stoff auch noch in Hamatoporphyrin tiberzufiihren, ist mir nie 
gelungen, an ihm kénnte sich also die schon erwihnte Oxy- 
dation,*) welche die Porphyrinbildung unméglich macht, voll- 


‘) Einmal wurde er analysiert mit folgendem Ergebnis: 

0,1722 g Substanz (100°, aschefrei) gaben 0,4345 g CO, u. 0,0884 g H,O 
= 68,81°%o C und 5,7°%o H. 

Nun berechnet sich fiir C,,H,,0,N,: 68,68°/o C und 5,72°/o H, so 
daf’ auch dieser Kérper nur entstanden gedacht werden kann, wenn man 
dem Luftsauerstoff eine Rolle zuschreibt, und zwar diirfte die Aufnahme 
von O auch hier in alkalischer Lésung erfolgt sein. Das analysierte 
Produkt war wenigstens durch Aufnahme in schwacher Natronlauge und 
Fallen mit Schwefelsiure gereinigt worden. 


C,,H,,0,N,FeOH 2 HBr = CyHy,0,N, 
ly 
+ 20 = C,,H3,0,N,. 


*) Herr Nicole erhielt z. B. folgende Ausbeuten an Rohmaterial 
aus je 25 g Haimin: 


Il. 
Hamatoporphyrin 17,5 18 
Nebenprodukt 7 6 


Seitdem haben wir beobachtet, dafi sich doch ein Erwairmen auf 
dem Wasserbade empfiehlt, die Menge des «Nebenprodukts» wurde da- 
durch auf 10°/o des verwendeten Hamins herabgedriickt. 

*) Ich will nicht unerwahnt lassen, wir in diesem Korper 
einstens (Diese Zeitschrift, Bd. XXVIII, S. 38, 1899) ein Reduktionsprodukt 
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zogen haben, auch wurde es stets eisenhaltig befunden; es 
stellt also ein Ubergangsprodukt vor, doch handelt es sich nicht 
um einen einheitlichen Kérper, da es sich z. B. durch Alkohol 
in einen hierin léslichen und einen unléslichen Teil trennen 
lift. In einem neuerdings erhaltenen Praparat fand ich nun 
einen nicht unbedeutenden Gehalt an Brom, wodurch eine in 
der Einleitung zur Dissertation von Eppinger wohl von be- 
rufenster Stelle ausgesprochene Ansicht, dai die Einwirkung des 
Bromwasserstoffs primér in einer Anlagerung seiner Elemente 
besteht, eine erste experimentelle Stiitze findet.') 
Es ist also sicher, daB die Gleichung: 
FeCl + 2HBr + = + Fer , 
2 

die uns die Bildung des Hamatoporphyrins von Nencki zurzeit 
versinnbildlicht, in mehr wie einer Hinsicht einer Priizisierung 
bedarf. Ich habe die Absicht, die Darstellung solcher Korper zu 
versuchen, die zwischen Héimatin und Héimatoporphyrin stehen, 
zu ihnen gehdrt zuniachst die eisenfreie organische Mutter- 
substanz des Hiimatins, die voraussichtlich mit Hilfe von Oxal- 
siiure zu erhalten sein wird. 


Experimenteller Teil. 


Ein Versuch, mit Hilfe von Chlorwasserstoff, der in Ather 
gelést war, eine Abspaltung des Eisens aus dem Himin zu 
erzielen, schlug fehl. 


vermuteten, wozu der bei der Analyse gefundene Wasserstoffgehalt den 
Anlaf§ gab. Als ein reines Produkt haben wir dieses Priaparat auch 
damals nicht angesprochen. 
') Das mit Hilfe von Ejisessig geléste und durch Eintragen der 
filtrierten Lésung in Wasser wieder gefallte Nebenprodukt enthielt: 
6,91°/o Br und 5,93°/o Fe 
(0.1557 g Substanz (100°) gaben 0,0253 g AgBr und 0,0132 g Fe,0,). 
Das Priiparat liste sich in Alkohol nur zur Halfte auf. 

Der alkohollésliche Teil enthielt: 5,38°/0 Br und 6,51°/o Fe 
(0.1494 g Substanz gaben 0,0189 g AgBr und 0,0139 g Fe,0,) 
der unldsliche Teil enthielt: 3,6°/o Br und 4,68°/o Fe 
(0.2257 g Substanz gaben 0,0191 g AgBr und 0,0151 g Fe,0,). 

Dennoch diirfte durch die Behandlung mit Alkohol eine Heraus- 
nahme von Brom stattgefunden haben. 


4 
j 


Beitrige zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 185 


1 g Acethiimin (100°) wurde mit 50 ccm Ather, der mit 
Chlorwasserstoff gesittigt war, 6 Tage unter haufigem Schiitteln 
in Beriihrung gelassen, wobei eine allmiihlich zunehmende Braun- 
firbung des Athers zu bemerken war. Die filtrierte ditherische 
Lésung wurde nun mit Wasser ausgeschiittelt, wobei nur Spuren 
von Eisen in dieses iibergingen, und dann verdunstet. Es hinter- 
blieb eine schwarze amorphe Masse in geringer Menge, deren 
Eisengehalt — 0,0475 g gaben 0,0068 g Fe,O, = 0,00476 g Fe — 
fast dem des Hiimins entsprach. Dementsprechend erschien 
das Acethiimin unter dem Mikroskop unverandert, bei einer 
Chlorbestimmung wurde indessen ein gréBerer Gehalt an diesem 
Element gefunden (6,28 °/o), als dem Haimin zukommt. 

0,1918 g Subst. (Vak. u. 110°) gaben 0,0487 g AgCl u. 0,0245 g Fe,O, 
= 6,28°/o Cl und 8,91°%c Fe. 
Es ist anzunehmen, der Uberschu8 durch Adsorption an 
dem Farbstoff haftete. 

Der gréfte Teil der folgenden Versuche ist mit Salzsiiure 
verschiedener Konzentration ausgefiihrt worden, bei zwei Ver- 
suchen wurde Oxalséure verwendet. Bestimmte Mengen der 
Substanz (Haimin, Dehydrochloridhimin und Himatin) wurden 
mit der etwa 10fachen Menge der Siiure 3—4 Stunden im Rohr 
auf 130—140° erhitzt. Nach dem Offnen — Druck war nur in 
den beiden Oxalsiiureversuchen zu konstatieren — wurde der 
Inhalt der Rohren auf einem Filter gesammelt, mit heifem 
Wasser eisenfrei gewaschen') und das Filtrat entweder direkt 
eingeengt und mit Salpetersiéure oxydiert oder, und zwar dann, 
wenn der Ferroanteil durch Titration festgestellt werden sollte, 
in 200 ecm einer 10 °/vigen Schwefelsiure aufgefangen, wobei 
Kohlendioxyd hindurchgeleitet wurde. SchlieSlich wurde auf 
ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und in aliquoten Teilen 

a) der Gehalt an Ferroeisen durch Titration mit Kalium- 
permanganat 

b) der Gesamteisengehalt ebenfalls durch Titration nach 
Reduktion mit Schwefelwasserstoff oder 


1} Bei den Oxalsiureversuchen wurde der Riickstand mit Salzsdure 
extrahiert, das gleiche geschah, wenn sich Himatoporphyrin gebildet hatte. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 13 
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c) gravimetrisch nach der Oxydation mit Salpetersiéure 
bestimmt. 

Die Titrationen sind saémtlich von meinem Assistenten 
J. Eppler ausgefiihrt worden, der nach einiger Ubung auch in 
den Lésungen, die nur Spuren von Hamatoporphyrin enthielten, 
geniigende Genauigkeit erzielte, natiirlich wurde der stérende 
Einflu8 der Salzséure durch Zusatz von Manganosulfat beseitigt. 
Daf einige mangelhafte Resultate unterliefen, ist bei den sehr 
kleinen Mengen, um die es sich immer handelte, wohl zu 
begreifen. 

In allen Fallen wurde das Eisen gréStenteils als Ferroion 
angetroffen, auch hier macht das Hiimin eine Ausnahme. Ab- 
gesehen von einem Fall, machte hier das mit in Lésung ge- 
gangene Hiimatoporphyrin eine Titration unmdglich, dabei wurde 
aber die Beobachtung gemacht, daf bei etwas lingerer Auf- 
bewahrung die Starke der Farbung zurtickging, was unzweifel- 
haft auf eine Oxydation des Farbstoffs durch das primiir ge- 
bildete Ferrisalz schlieBen 1labt. 

Einmal wurde der Ferroanteil in der stark rot gefiarbten 
Fliissigkeit dadurch ermittelt, daf nach Zusatz von Sublimat 
alkalisch gemacht und ein paar Stunden auf dem Wasserbade 
erwirmt wurde. Nach dem Wiederansaéuern wurde dann das 
gebildete Calomel gesammelt und gewogen; da Kontrollver- 
suche nicht ganz befriedigende Resultate gaben, ist diese Be- 
stimmung jedoch nicht als genau zu bezeichnen. 

Analytische Belege. 


I. Behandlung von Himatin mit Essigsaure: 

1. Das Filtrat wurde auf 200 ccm gebracht. Die Kaliumpermanganat- 
lésung entspricht pro 1ccm 0,0015225 g Fe<; es werden 1,45ccm davon 
fiir 100 ccm des Filtrats verbraucht, 200 ccm enthalten 0,0044 g Fe 

4) ccm des Filtrats gaben nach der 
Oxydation mit HNO,: 0,0012 g Fe,O,, 200 » >»  0,0042 > » 

Am Rohr fanden sich 0,0007 g Fe,O, abgesetzt = 0,0005> » 

ja. Das Filtrat wurde auf 250 ccm gebracht. 
120 cem erfordern 2,85 ccm obiger KMnOQ,-Lésung, 
in 250 ccm demnach 0,009035 g Fe 

100 ccm gaben nach der Oxydation 

mit HNO,: 0,0041 g Fe,0,, » 250 » » 0,007175 >» » 
(die beiden Bestimmungen differieren also erheblich). 
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I]. Behandlung von Hamatin resp. Himin mit Oxalsiure: 
1a. Das Reaktionsprodukt wird mit verdiinnter HCl Fe-frei gewaschen, 


das Gesamitfiltrat enthalt nach der Oxydation mit Salpeterséure 
0,0502 g Fe,O, = 0,03514 g Fe. 


. 0,1503 g Subst. (100°): 0,3777 g CO,, 0,0769 g H,O, 0,0043 g Fe,0O, 


= 68,54°/o C, 5,72°/o H, 2,00°/o Fe 
oder 69,93°/o C, 5,8°/o H, bezogen auf eisenfreie Substanz. 
Die Menge des aus dem Gesamtfiltrat erhaltenen Fe,O, betragt 
0,0386 g = 0,02702 g Fe. 


ll]. Behandlung von Himatin mit Salzséure: 
1. Das Gesamtfiltrat ergab nach der Oxydation mit HNOQ,: 


0,1305 g Fe,O, = 0,09135 g Fe 
0,1929 g Subst. (100°) gaben 0,4924 g CO,, 0,1031 g H,O, 0,0006 g Fe,0, 
= 69,76°/o C, 6,01°%o H, auf Fe-freie Substanz berechnet. 
0,2870 g Subst. (100°) enthielten héchstens Spuren von Chlor(Carius), 


| 2. Das Gesamtfiltrat gab nach der Oxydation mit HNOQ,: 


0,0900 g Fe,0, = 0,0630 g Fe. 


3. Das Gesamtfiltrat gab nach der Oxydation mit HNO,: 


0,0447 g Fe,0, = 0,03129 g Fe. 
0,1986 g Subst. (100°) gaben 0,5012 g CO,, 0,0987 g H,O, 0,0075g Fe, 0, 
= 68,83°/o C, 5,56°%o H, 2,64°%o Fe 
70,69°/o C, 5,67°/o H, auf eisenfreie Substanz bezogen. 


4. Das Filtrat wird auf 500 ccm gebracht. 


a) 40 ccm gaben nach der Oxydation mit HNO,: 0,0184 g Fe,0,. 
500 ccm enthalten: 0,1609 g Ges.-Fe 
8) 100 ccm verbrauchen nach der 
Reduktion mit H,S 17,9 ccm 


KMn0O,-Lésung ') 500 >» > 0,1492 
) 50 ccm verbrauchenim Durch- 
schnitt 8,7 com KMnQ,-Lésg. 500 » > 0,1450 » Feo. 


Da das Reaktionsprodukt noch 0,8°/o Eisen enthielt, diirfte bei 
der gravimetrischen Bestimmung ein Fehler gemacht worden sein. 
5) 0,2001 g Subst. gaben 0,5064 g CO,, 0,1032 g H,O, 0,0023 g Fe,0, 
= 69,02°/o C, 5,78°o H, 0,804°/o Fe 
oder 69,58°/o C, 5,79°o H, auf eisenfreie Substanz berechnet. 


. Das Gesamtfiltrat gibt nach der Oxydation: 


0,0541 g Fe,O0, = 0,0379 g Fe. 
Das Filtrat wird auf 500 cem gebracht. 
a) 50 cem gaben nach der Oxydation: 0,0258 g Fe,O, 
= 0,1805 g Ges.-Fe in 500 ccm 
8) 25 ccm erfordern nach d. Reduktion 
mit H,S: 5,05 com KMnO,-Lésung?) ==0,1773 >» » » 500 >» 


') 1 ccm = 0,001667 g Fe. 


*) 1 com = 0,001756 g Fe. 
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+) 25 ccm erfordern direkt titriert im 
Durchschn.: 4,825 ccm KMnO,-Lésg. = 0,16946 g Feo. 

Da 0,08265 g Fe zugefiigt worden waren, sind 0,1773 — 0,08265 
= 0,09465 g Fe abgespalten, welcher Wert etwas zu hoch aus- 
gefallen sein diirfte, da die verwendete Himatinmenge bei 8,85 °/o Fe 
nur 0,09084 g Fe enthalten hat. 

Nehmen wir an, dafs das Eisen vollstandig abgespalten 
worden wire, was aber doch nicht der Fall war, und daf es 
nur als Feo vorhanden war, so wiirden vom zugefiigten Eisen 
(0,08265 g): 0,16946 — 0,09084 = 0,07862, also weitaus der 
gréfte Teil reduziert worden sein. 

5) 0,1862 g Substanz (100°) gaben 0,4737 g CO,, 0,0970 g H,O und 
0,0013 g Fe,O, = 69,33°/o C, 5,78°/o H, 0,5°/o Fe 
oder 69,72°/o C, 5,82°/o H, auf Fe-freie Substanz. 
Das Filtrat wird auf 500 ccm gebracht. 
a) 50 ccm gaben nach der Oxydation: 0,0136 g Fe,0, (gravim.) 
500 ccm enthielten 0,09514 g Ges.-Fe 
8) 50 cem erforderten nach Re- 
duktion mit H,S: 5,45 cem 


KMn0O,-Lésung ') 500 » > 0,09085 » 
50 ccm erforderten direkt: 
5,35 ccm KMn0O,-Lésung*) 500 » 0.08715 » Feo. 


Das Gesamtfiltrat wird nach dem Einengen durch NH, gefallt und 
liefert 0,06 g Fe,Os. 
Das Gesamtfiltrat wird nach dem Einengen durch NH, gefallt und 
liefert 0,07 g Fe,Oy. 


3a. Das Gesamtfiltrat wird nach dem Einengen durch NH, gefallt und 


liefert 0,04 g Fe,O,. 
Das Filtrat wird auf 500 ccm gebracht. Da diese Lésung zu stark 
gefirbt ist, um mit KMnQ, titriert zu werden, wird versucht, den 
Ferroanteil durch Umsetzung mit Hydrargyrioxyd in alkalischer 
Lisung zu bestimmen. 
a) 200 ccm gaben nach der Oxydation 0,0504 g Fe,0, 

500cem enthalten 0,08814 Ges.-Fe 
8) 100 ccm gaben 0,0403 gHgCl 500 >» 0,04781 » Feo. 


V.1. Das Filtrat wird auf 500 ccm gebracht. 


a) 45 ccm gaben nach der Oxydation 0,003 g Fe,0, 
500 ccm enthalten 0,02331 g Ges.-Fe 
8) 100cecm erford. nach Reduktion 


mit H,S 3,6 ccm KMn0O, *) 500 > » 0,03005 » > 
y) 50 cem direkt titriert erfor- 
derten 1,55 cem KMnO, 500 » 0,025876 g Feo. 


1 cem = 0,001667 Fe. 
2) 1 ccm = 0,0016694 g Fe. 
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Ja. Eine Titration war wegen der starken Farbung nicht mdglich. 
Das Filtrat enthalt nach der Oxydation 0,0205 g F,O, = 0,1435 g Fe. 
2. Eine Titration ist unmdglich. 
Das Filtrat enthalt nach der Oxydation 0,02775 g Fe,O, =0,0194 g Fe 


» > > 0.049 » » =0,0343 > >» 
VI. 1. DasGesamtfiltrat gab» > 0.0220 >» » -==0,0154 » » 
2. » » > >» » » 0,0296 » » =0,0207 » 
> > » » 0,0590 » » ==0,0413 >» » 
4, » » > » » > 0,0262 » > = 0,01834 » > 
VII. 1. » > > » » 0.0366 » » =-0,02562> > 
> >» » » » 0.0616 » >» = 0.04312 » » 
3. > > » > 0,1054 » » ==0,0738 > >» 
VIIL1. » » > > » > 0.1717 >» » =0,1202 » » 
2. » > > >» » » 0,0671 >» » =0,04897> » 
3, > >» » 0,0735 » » =0,05145> 
Zusammenfassung. 


1. Bei der Herstellung von Hiimatoporphyrin ist eine 
Oxydation in saurer LOsung zu vermeiden, daher sind Schwefel- 
siure, welche schon an und fiir sich und dann durch das ab- 
gespaltene Ferrisulfat oxydierend wirkt, sowie Salzsaure nicht 
geeignet. 

2. Das durch Siiuren abgespaltene Eisen findet sich primar 
als Ferrisalz vor, im Hiimin und Hamatin ist also das Eisen 
dreiwertig. 

3. Hamin ist gegen die Einwirkung von Siuren im all- 
gemeinen bestiandiger als Himatin und Dehydrochloridhamin, 
dies zeigt sich besonders bei Verwendung von Salzsiiure und 
von Oxalsiure, wiihrend Schwefelsiiure aus dem Hiimin Chlor- 
wasserstoff abspaltet und dann das Eisen ebenso vollstandig 
wie aus Hiimatin herausnimmt. 

4. Essigsiure wirkt selbst bei hoher Temperatur auf 
Himatin sehr schwach ein, das Ferriacetat gibt ebenfalls 
Sauerstoff an die organische Materie ab. 


3. Abschnitt. 
Uber die Salzbildung des Hamatins. 


Die Salze des Hiimatins sind bisher wenig untersucht 
worden. Hoppe-Seyler!) fand es schwierig, solche Verbin- 


1) Med. chem. Untersuchg. S. 526. 
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dungen vollig rein zu erhalten, und hat die Untersuchung ganz 
unterlassen. Auch Cazeneuve?’) hat nur das Baryumsalz ana- 
lysiert und einen Gehalt von 9,84°/o Ba neben 8,76°/o Fe fest- 
gestellt, der zwar mit der Formel C,,.H,,0,,.N,Fe,Ba gentigend 
iibereinstimmt, von meinem Befund aber ganz bedeutend ab- 
weicht. 

Ich habe die Salzbildung des Himatins und der ihm nahe- 
stehenden K6rper genauer verfolgt, um tiber die saure Natur 
derselben Klirung zu schaffen, d. h. um Belege dafiir zu er- 
halten, ob die in ihren Molekiilen vorhandenen vier Sauerstoff- 
atome zwei Carboxylen zukommen, ob ein Carboxyl und zwei 
saure oder ob vier saure Hydroxylgruppen vorhanden sind. 
Nach dem ganzen Verhalten des Hamatins erschien es aus- 
geschlossen, dafi hier der Sauerstoff in Form von anderen 
Gruppen auftrete. 

I. Es war natiirlich, daB zunichst die Frage entschieden 
werden mufte, ob bei der Umsetzung mit Carbonaten®) Kohlen- 
dioxyd auftritt oder nicht; der Versuch entschied dahin, daf 
eine Entwicklung von Kohlensiure nicht stattfindet. 

Versuch 1. 5 g Hamin wurden durch einen Uberschu8 
von verdiinnter Sodalésung, die durch einen Hahntrichter zu- 
gelassen wurde, nachdem die Luft durch Wasserstoff verdringt 
worden war, in Lésung gebracht. Das vorgelegte Barytwasser 
triibte sich nicht, auch nicht als der die Loésung enthaltende 
Kolben im Wasserbade schwach erwarmt wurde. Das Hémin 
hatte sich restlos gelést; diese Lésung konnte der Dialyse 


') Bull. de la soc. chim. de Paris, Bd. XXVII, S. 487 (1877). 

*) In sauren Carbonaten lést sich weder Himin noch Hamatin auf, 
und ebenso sind beide Kérper in zweifach sauren Phosphaten unldslich, 
eine 0,1°/oige L6sung von Dinatriumphosphat lést nur in der Wirme auf 
und auch eine 0,5°/oige verhalt sich nicht wesentlich verschieden. Wenn 
das Himatin also auch eine zweibasische Sdure ist wie das Glaukophyllin 
und Rhodophyllin von Willstatter (beide werden von 0,5°%/oigen Lé- 
sungen des Phosphats aus ihrer itherischen Lésung aufgenommen, aber 
nicht von 0,1°/oigen, Ann. d. Chem., Bd. CCCLXXI, S. 39 u. 67), so ist 
doch ein kleiner Unterschied im sauren Charakter zu konstatieren, der 
wohl auf den Gehalt an verschiedenem Metall hauptsachlich zuriickzu- 


fiihren ist. 


: 
| 
a3 
> 
| 
| 
| 
| 
q 
4 
+ 
= 
j 
44 
; 
: 


Beitrage zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 193 


unterworfen werden, ohne daf Farbstoff in das AuBenwasser 
trat, dasselbe enthielt vielmehr nach einiger Zeit Natriumcar- 
bonat, wie leicht nachgewiesen werden konnte, daneben natiir- 
lich Chlorionen. Nach diesem Befunde mufte es mdglich sein, 
den Nachweis direkt zu fiihren, daf bei der Umsetzung von 
Hamin mit neutralem Natriumcarbonat saures Carbonat ent- 
standen ist, wie von vornherein anzunehmen war, zugleich 
sollte festgestellt werden, in welchem molaren Verhiltnis die 
Umsetzung vor sich ging. 

Versuch 2. 4g Hamin wurden mit 12,25 ccm N.-Na,CO, 
und 187,75 ccm Wasser 8 Stunden lang geschiittelt, dann wurde 
filtriert und mit etwas Wasser nachgespiilt. Es zeigte sich, 
daB 2 g Hamin ungeldst geblieben waren, die alsdann durch 
weitere 12,25 ccm N.-Na,CO, und der entsprechenden Wasser- 
menge glatt in L6sung gingen. Nach diesem orientierenden Ver- 
such schien sich ein Grammolekiil Himin mit 41 N.-Na,CO,, 
d. h. mit 2 Molekiilen Soda umzusetzen, da sich 2: 12,25 ver- 
halt wie 651,5 : 3990. Weitere Versuche zeigten, dai eine 
glatte Umsetzung nicht oder nur schwierig zu erzielen ist. 

Versuch 2a. Bei einstiindigem Schiitteln von 1,93 g Acet- 
himin mit 12 ecm N.-Na,CO, und 200 ccm Wasser blieben 0,5 g 
Hamin unverdndert zuriick, wie eine Betrachtung unter dem 
Mikroskop ergab; da aber anderseits auch noch neutrales Car- 
bonat vorhanden war, hatte die einstiindige Digestion nicht 
genugt, um vollstandige Umsetzung zu erreichen. 

Versuch 2b. Bei achtstiindigem Schiitteln von 2,0055 g 
Acethémin mit 12,2 ccm N.-Na,CO, und 200 ccm Wasser blieben 
0,35 g Hamin ungelost, das Filtrat enthielt kein neutrales 
Carbonat. Nach allem findet die Umsetzung zwischen Himin 
und Soda jedenfalls nicht nach der Gleichung : 
=C,,H,,Na,O,N,FeOH-+ NaCl+-3 NaHCO, 
statt, es gentigen vielmehr bereits etwa 2!/2 Molekeln. Da nun 
Dehydrochloridhimin zwei Molekeln erfordert, ist der Grund 
fiir das beobachtete Verhalten wahrscheinlich in der nicht quan- 
titativ erfolgenden Loslésung des Chlors zu suchen. 

Die bei Versuch 2 erhaltene Losung wurde der Dialyse 
gegen 200 ccm Wasser unterworfen, wobei im besten Fall, 


| 
: 

j 

j 

in 

4 

bi. 
| 
a 
A 
‘ 

ime 
“7 
4 


194 William Kister, 


d. h. wenn alles Natriumearbonat in das saure Salz tiberge- 
gangen wiire, etwa 0,25 g des letzteren im Aufenwasser zu 
erwarten waren'). Es konnte sich dasselbe also einer etwa 
Q,1°/oigen L6sung von saurem Natriumcarbonat gleich verhalten, 
was nach eintigiger Dialyse in der Tat der Fall war. Das 
gleiche Verhalten wurde bei Versuch 2b beobachtet, d. h. das 
AuBenwasser reagierte alkalisch gegen Methylrot, dagegen nicht 
mit Phenolphthalein, ferner gaben 180 ccm desselben mit 20 ccm 
Gipswasser nach 20 Stunden keine Triibung bei Zimmertem- 
peratur, wohl aber beim Erhitzen, wihrend bei Versuch 2a 
eine Rotfirbung durch Phenolphthalein und deutliche Triibung 
auf Zusatz von Gipswasser eintrat. 

Nach weiterer dreitigiger Dialyse reagierte das Aufen- 
wasser auch bei Versuch 2 alkalisch, auf welche Beobachtung 
ich noch zuriickkommen werde. 

Eine zweite Versuchsreihe wurde mit Dehydrochlorid- 
hamin ausgeftihrt, das sich wie auch das Haémin?) in saurem 
Natriumearbonat und zweifach saurem Natriumphosphat nicht 
auflost. 

Versuch 3a. 2g Dehydrochloridhimin wurden mit 13 ccm 
N.-Na,CO, (= 2 Mol) und 200 ccm Wasser 4 Stunden ge- 
schiittelt,*) wonach vollstandige Losung eingetreten war, die- 
selbe reagierte schwach alkalisch. (Lackmus.) 

Versuch 3b. 2 g Dehydrochloridhimin wurden mit 6,5 ccm 
N.-Na,CO, (= 1 Mol) und 200 ccm Wasser 6 Stunden ge- 
schiittelt;4) die Substanz war nicht vollstindig in Lésung ge- 
gangen, nach dem Filtrieren durch ein extrastarkes Filter 
hinterblieb etwa 1 g. Demnach erfolgt die Umsetzung nach 
der Gleichung: 

C4H,,0,N,Fe ++ 2 Na,CO, +-H,0 = C,,H,,Na,0,N,FeOH + 2 NaHCO, 

§) Vorhanden waren 0,65 g Na,CO, = 0,5 g NaHCO,, wovon die 
Hialfte tibertreten konnte; unbericksichtigt bleibt dabei, dafi sich das 
Volumen des Aufenwassers durch Ubertritt eines kleinen Teils in den 
Inhalt des DialysiergefiiKes vermindert hatte und daf es Chlornatrium 
enthielt. 

®) Auch das Chlor des Himins wird weder durch NaHCO, noch 
durch KHCO, herausgenommen. 

8) Zimmertemperatur 22°. 

*) Zimmertemperatur 18°. 
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Nach eintaégiger Dialyse gegen 200 ccm Wasser zeigte die 
Aufenfliissigkeit das gleiche Verhalten wie eine 0,06°/oige 
Lésung von saurem Natriumcarbonat, vor allem reagierte sie 
gegen Phenolphthalein nicht alkalisch; da die Innenfliissigkeit 
eine solehe Reaktion wenn auch schwach aufwies, darf wohl 
angenommen werden, das Dinatriumsalz des Hiimatins 
hydrolytische Spaltung erleidet. 

II. In einer zweiten Versuchsreihe wurden die Umsetzungen 
mit Atzalkalien untersucht. 

A. Hamin setzt sich mit 3 Molekeln Kalium- oder Na- 
triumhydroxyd um, also nach der Gleichung: 

C,,H,.0,N,FeCl +- 3 NaOH = C,,H,,Na,0,N,FeOH -+ NaCl -++ 2 H,O 

a) 1,995 g Acethimin wurden mit 9,45 ccm N.-NaOQH 
(ber. 9,2 cem fiir 3 Mol) und 200 ccm Wasser eine Stunde 
geschiittelt; die erhaltene Losung filtrierte ohne Riickstand zu 
hinterlassen, das Filter wurde ausgewaschen und das Gesamt- 
filtrat gegen 300 ccm Wasser dialysiert; nach 21 Stunden ent- 
hielt das AuBenwasser freies Alkali, daneben Chlorionen. Nach- 
dem einen weiteren Tag gegen frisches Wasser dialysiert worden 
war, konnte eine alkalische Reaktion nicht mehr festgestellt 
werden, wohl aber war noch Cl’ vorhanden, und es dauerte 
iiberhaupt auch praktisch unendlich lange, bis das AuBenwasser 
mit Silbernitrat eine sichtbare Reaktion nicht mehr ergab. 
Vielleicht ]4Bt sich der Befund so deuten, daB die dem in sehr 
geringer Menge vorhandenen tberschiissigen Natriumhydroxyd 
entsprechenden Hydroxylionen sich mit den Hydroxylionen ins 
Gleichgewicht setzen, die sich aus der hydrolytischen Spaltung 
des Dinatriumhiimatinats ergeben, wahrscheinlich spielt aber 
auch das Vorhandensein von Chlornatrium, dessen Menge bei 
diesem und dem folgenden Versuch das Dreifache vom Uber- 
schuB des Natriumhydroxyds betrug, eine Rolle, wenigstens 
wurden beim Himatin etwas andere Resultate erhalten. 

b) 1,982 g Acethimin wurden mit 9,24 ccm N.-NaOH 
(ber. 9,1 cem) und 200 ccm Wasser */s Stunden geschiittelt, 
wodurch vollstandige Lisung erzielt worden war. Die Lésung 
wurde 24 Stunden gegen 400 cem Wasser dialysiert; das Aufen- 
wasser reagierte jetzt alkalisch (Phenolphthalein) und erforderte 
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1,4 ccm '/10 N.-H,SO, zur Neutralisation, eine Menge, die — viel- 
leicht zufillig — grade dem verwendeten UberschuB entsprach. 

c) Bei einem dritten Versuch mit 1,980 g Acethimin wurde 
ein etwas gréferer Uberschu8 von N.-Alkali verwendet, 9,64 
statt 9,11 ccm, hier war nach eintagiger Dialyse nicht die ganze 
Menge, aber doch mehr als die Halfte desselben in das Aufen- 
wasser getreten, es wurden 3,8 ccm #/10 N.-H,SO, verbraucht. 

Leider erwies sich das Dialysat am zweiten Tage gefarbt, 
die Membran war undicht geworden. 

Der Versuch, ein Dinatriumsalz des Hiimatins in fester 
Form zu erhalten, fiihrte bisher nicht zum Ziel. 

B. Dehydrochloridhémin setzt sich mit zwei Molekeln 
Alkalihydroxyd um 

a) 2 g wurden mit 3,25 ccm N.-KOH (ber. 6,5) und 200 ccm 
Wasser 6 Stunden geschiittelt, es war nicht alles in Lésung 
gegangen, und zwar betrug der Riickstand etwa 1 g, von dem 
sich ein Teil nicht sogleich, sondern erst nach laingerem Stehen 
des ersten Filtrats abgesetzt hatte. 

b) Ein zweiter Versuch bestatigte das zuerst erhaltene 
Resultat, vermége eines dichteren Filters wurde hier die ganze 
Menge des nicht gelésten Farbstoffs sogleich zuriickgehalten. 

c) Bei einem dritten Versuch wurden 2 g Dehydrochlorid- 
himin mit der zwei Molekeln entsprechenden Menge (6,5 ccm) 
N.-Alkali und 200 ccm Wasser 6 Stunden geschiittelt, wonach 
sich der Farbstoff restlos gelost hatte. 

C. Himatin diirfte sich dem Dehydrochloridhimin analog 
verhalten. Hier wurde der folgende Versuch gemacht: 

1,0434 g Hamatin wurden in 4,13 ccm N.-NaOH und 
200 eem Wasser geldst, die Lisung darauf gegen je 200 ccm 
Aubenwasser dialysiert. In dieses waren nach 6 Stunden 
0,46 ecm N.-Alkali, nach weiteren 20 Stunden 0,36 ccm N.-Alkali 
getreten, dann wurden nach sechstadgiger Dialyse 0,23, 0,18, 
0,195, 0,182, 0,14, 0,145 cem N.-NaOH pro die in der Aufen- 
fliissigkeit gefunden, nach zwei weiteren Tagen noch 0,15 ccm. 
Im ganzen waren also nach 9 tagiger Dialyse 2,042 cem N-NaOQH 
ausgetreten, wihrend der Uberschu8 nur 0,84 ccm betrug (be- 
rechnet fiir die verwendete Hiaimatinmenge 3,29 ccm). Auch 


A 
x 
4 
25 
4 
Pe q 


Beitrage zur Kenntnis des Blutfarbstoffs. 197 


bei diesem Versuch ist bereits nach 6 Stunden mehr Alkali 
(0,46 ccm) ausgetreten, als der Hilfte des Uberschusses (0,42 ccm) 
entsprach, nach eintagiger Dialyse befand sich bereits fast der 
ganze Uberschu8 im Aufenwasser (0,82 von 0,84 ccm), nach 
9tiagiger Dialyse war endlich fast die Hiilfte des iiberhaupt 
verwendeten Alkalis ausgetreten, dementsprechend stimmte die 
Analyse des aus der Innenfliissigkeit — sie war auf 235 ecm 
angewachsen — durch Eindampfen') hergestellten Natriumsalzes 
ziemlich gut auf das Mononatriumsalz des Hiimatins, das also 
auch in Loésung eine recht grofe Bestindigkeit aufweist, 
wihrend das zweite Natriumatom weitgehend hydrolytisch ab- 
spaltbar ist. 


0,8511 g Substanz*) (100°) hinterlieBen 0,1820 g Gesamtasche, aus 
der 0,1026 g Fe,O, und 0,0878 g NaCl hergestellt wurden, wonach die 
Asche aus 0,1026 Fe,0, -- 0,0797 g Na,CO, = 0,1823 g insgesamt be- 
standen haben muf. 


Berechnet fiir C,,H,,NaO,N,FeOH: Gefunden: 
Fe 8,55 844 
% Na 3,51 4,05. 


III. Eine dritte Versuchsreihe wurde mit Ammoniak aus- 
gefiihrt, wobei sich zeigte, dah diese schwachere Basis sich 
auch weniger glatt umsetzt, da bei Anwendung der berech- 
neten Menge (9,2 ccm N.-NH, auf 2 g Acethiimin) immer wenn 
auch geringe Partikelchen des Farbstoffs ungelést blieben. Nach 
der Dialyse war dann auch im AufSenwasser freies Ammoniak 
durch Sublimat nachweisbar. 

IV. Die Darstellung des Baryumsalzes erfolgte durch Fil- 
lung der Lésung des Natrium- oder Ammoniumsalzes mittels 
Chlorbaryum. Es ergab sich folgendes. 1. a) die frisch berei- 
tete Lésung von 4 g Haimin in 400 g 0,2°/,iger Natronlauge 
(das bedeutet einen Uberschu8 von 0,063 g NaOH) wird durch 
36,5 ccm einer 5,5°/oigen Lésung von BaCl, +- 2 H,0 (= 2 g), 
welche Menge sich nach der Gleichung 

C,,H,,Na,0,N,FeOH + BaCl, = 2 NaCl + C,,H,,Ba0,N,FeOH 
berechnet, glatt gefallt. Das klare Filtrat enthalt etwas Ba; b) die 


‘) Durch Alkohol konnte eine Fallung nicht erzielt werden. 
*) Im ganzen waren 1,092 g des Himatinnatriums erhalten worden. 
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wie bei a) bereitete LOsung des Hamatinnatriums, acht Tage aufbe- 
wahrt, wird erst durch 225 ccm obiger Chlorbaryumlésung ge- 
fiillt, das Filtrat ist zunachst triibe, erst allmahlich wird es klar, 
in mehreren Fallen wurde eine alkalische Reaktion desselben 
festgestellt. Der feuchte Niederschlag geht beim Auswaschen 
in kolloide Lésung, man kann ihn aber chlorfrei waschen, 
sobald er auf dem Filter lufttrocken geworden ist. 

2. Auf die Zusammensetzung des erhaltenen Baryumsalzes 
scheint das Aufbewahren der Liésung keinen Einflu8 zu haben, 
dagegen diirfte die Konzentration!) der Lésung insofern sich 
geltend machen, als ein Baryumsalz mit héherem Gehalt an 
Metall erhalten wird, wenn aus stark verdiinnter Losung ge- 
fallt wird. 

3. Beim Auswaschen des feuchten Baryumsalzes mit 
Calciumacetatlésung wird Baryum durch Calcium verdrangt?). 

Versuch 1. 2,2 g Baryumsalz aus der Losung von 2 g 
Hiimin in 9,2 ccm N.-KOH + 500 cem gefallt durch 18,5 ccm 
der erwihnten Chlorbaryumlésung +- 181,5 cem Wasser, chlor- 
frei gewaschen, ohne daf sich kolloide Lésung einstellt, auf 
FlieSpapier, im Vakuum und bei 100° getrocknet. 

0,6452 g Substanz gaben 0,1831 g Gesamtasche,*) hieraus 0,1576 g 
BaSO, und 0,0718 g Fe,O,. 

Versuch 2. Die Lésung von 1,98 g Haémin in einem 
kleinen Uberschu8 von KOH und 200 cem Wasser wird 2 Tage 
dialysiert, zum Fallen sind 65 cem obiger Chlorbaryumlésung 
notig, der Niederschlag wird chlorfrei gewaschen, nachdem er 
lufttrocken geworden war, das Trocknen erfolgt wie ange- 
geben. Ausbeute 2,3 g. 

0.727 g Substanz gaben: 0,1795 g BaSO, und 0,0777 g Fe,Q,. 

Versuch 3. 1,978 g Haémin wurden in einem geringen 
Uberschu8 von N.-NH, 200 ccm Wasser geldst, die Lésung 


‘) Beim Calciumsalz wurde dies sicher festgestellt. 

2) Vgl. Oechsner de Coninck, Einwirkung loslicher Korper auf 
unlisliche, Bull. Acad. roy. Belgique 1909, S. 295 u. 838; Chem. C.-B. 9/2, 
S. 1529. 

*) Die Veraschung erfolgte stets mit dem Spiritusbrenner von 
Barthel, da bei Verwendung von Leuchtgas die Asche schwefelhaltig 
wurde und z. B. BaSO, enthielt. 
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wurde zwei Tage dialysiert, die Fallung verliiuft wie bei 2. 
angegeben. Ausbeute nur 1,8 g, da beim Auswaschen Substanz- 


verlust eintrat. 
0.5200 g Substanz gaben 0,1214 g BaSO, und 0,0572 g Fe,O,. 


Berechnet fiir C,,H,,BaO,N,FeOH: Gefunden: 1. 2. 3. 
Ba 17,88 14,38 14,53 13,74 
%9 Fe 7,29 78 75 7,7 


, 


Versuch 4. Der aus der Lésung von 4 g Hiimin in 
400 ecm 0,2°/oige Natronlauge durch 36,5 ccm Baryumchlorid- 
lisung gefallte Schlamm wird mit 1°/oiger Calciumacetatlésung 
chlorfrei, dann mit Wasser Ca-frei gewaschen, was sehr lange 
Zeit erfordert und wobei das Filtrat schlieBlich triib wird. 
Die Ausbeute betragt daher nur 3,8 g. 


0,6886 g Substanz gaben 0,1388 g Gesamtasche, woraus 0,025 g 
BaSO,, 0,083 g Fe,O, und 0,0445 g CaO') erhalten wurden oder 2,14°/o Ba, 
8.43°/o Fe und 4,62°%0 Ca. 

0,8142 g Substanz gaben 0,1635 g Gesamtasche und 0,0276 g 
BaSO,, 0,0942 g Fe,O, und 0,0511 g CaO oder 2,0°/o Ba, 8,08°/o Fe und 
4,49%/o Ca. 

Da 4,5°/o Ca 15,46°/o Ba entsprechen, kommt hier der 
Gehalt an Erdalkalimetall (17,46) dem berechneten (17,88) sehr 
nahe, doch ist es wahrscheinlich nicht ganz gelungen, das Salz 
yom anhiaingenden Ca zu befreien. 

V. Bei der Darstellung des Kalksalzes wurden die gleichen 
Erfahrungen wie bei der des Baryumsalzes gemacht, der giinstige 
Einflu§} groBer Verdiinnung konnte hier sichergestellt werden, 
der theoretisch berechnete Wert (6,3°/o Ca) wurde nur ein- 
mal erreicht und zwar bei Verwendung von Dehydrochloridhimin. 

Versuch 1. Die aus 1,995 g M.-Héimin, 9,2 com N.-KOH 
und 300 cem Wasser bereitete und filtrierte L6sung wurde in 
200 ecm einer Calciumchloridlésung eingetragen, die einen 
grofen Uberschu8 (3 g statt 0,37 g) des Salzes enthielt. Das 
Filtrat war klar, reagierte nicht alkalisch, das Auswaschen des 


‘) Das Baryum wurde aus der stark verdiinnten salzsauren Liésung 
der Asche durch H,SO,, alsdann das Eisen gleichfalls aus stark ver- 
diinnter Lésung durch Ammoniak, das Calcium schlieflich durch Am- 
moniumoxalat gefallt. Der Niederschlag vom Eisenhydroxyd wurde noch- 
mals inHC] gelést und erneut gefallt, das Filtrat enthielt Spuren von Calcium. 
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Niederschlages lieB sich glatt bewerkstelligen, er wurde dann 
auf FlieSpapier und im Vakuum getrocknet. Ausbeute 2,1 g. 

0.4425 g Substanz (100°, das getrocknete Salz ist hygroskopisch) 
gaben 0,0857 g Gesamtasche, woraus 0,0544 g Fe,O, und 0,0360 g CaO 
erhalten wurden. ') Die Fiillung des Eisens war zweimal ausgefiihrt worden.?) 

Versuch 2. Die Liésung von 1,999 g M.-Héimin in 9,2 ccm 
N.-NaOH +- 250 ccm Wasser wurde durch 30 ccm 10°/oige 
CaCl,-Losung bewirkt, der Verlauf unterscheidet sich nicht von 
dem beim ersten Versuch geschilderten. Ausbeute 2,2 g. 

0.5463 Substanz gaben 0,0985 g Gesamtasche, hieraus 0,0645 
Fe,O, und 0,0415 g CaO. ') 


Berechnet fiir C,,H,,CaO,N,FeOH: Gefunden: 1. 2. 
Ca 6,30 581 5,43 
%o Fe 8,9 8.6 8,27. 


Versuch 3. Der noch feuchte Schlamm des Calciumsalzes 
aus 4 g M.-Himin wird durch 1°/oige Baryumacetatlésung 
chlorfrei gewaschen, die Entfernung des Ba” gelingt gut. Aus- 
beute 3,5 g. 

1,4611 g Substanz gaben 0,4043 g Gesamtasche, woraus 0,2901 ¢ 
BaSO,, 0,0177 g CaO und 0,1549 g Fe,O, hergestellt werden, das Salz 
enthielt demnach: 11,68°/o Ba, 0,866°/o Ca und 7,4°0 Eisen. 

Da 0,866 °/o Ca = 2,92 °/o Ba zu setzen sind, wiirde auch 
hier das Gesamterdalkalimetall = 14,6 °/o sein. 

4. Versuch. Die filtrierte LOsung von 2 g Dehydrochlorid- 
hiimin in 8 ecm N.-KOH -+- 500 ccm Wasser wurde einen Tag 
dialysiert, dann mit Calciumchloridlésung gefallt. Ausbeute 2 g. 

0,249 g Substanz gaben 0,515 g CO,, 0,109 g H,O und 0,049 g Asche, 
die keine CO, enthalt und aus der 0,030 g Fe,O, und 0,0190 g CaO er- 
halten wurden. 

5. Versuch. Die Darstellung erfolgte wie bei 4. angegeben, 
es wurden jedoch nur 7 ccm N.-KOH verwendet. Das Dehydro- 


chloridhiimin war aus M6rner-Hiémin gewonnen. Ausbeute 2,1 g. 
0,2075 g Substanz gaben 0,4405 g CO,, 0,090 g H,0, 0,0264 g Fe,0, 
und 0,018 g 


') Da die Gesamtasche in beiden Versuchen ein geringeres Gewicht 
hat, als die Summe des erhaltenen Fe,O, + CaO betragt, ist wohl anzu- 
nehmen, dah sie ein niederes Oxyd des Eisens (Fe,O,) enthalten hat. 

*) Vgl. S. 199, Anm. 
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Berechnet fiir C,,H,,CaO,N,FeOH: Gefunden: 4. 5. 
C 58,1 56,4 57,89 
4,8 489 485 
Fe 89 8.4 8.8 
Ca 6,3 5,4 6,2 


VI. Ein Silbersalz des Hamatins habe ich bereits vor 
11 Jahren einmal aus einer dialysierten Lésung von Himin in 
Natronlauge hergestellt und bei der Analyse folgende Werte 


erhalten: 
0,2793 g Substanz (100°) gaben 0,4830 g CO,, 0,1045 g H,O und 
0.0888 g Riickstand ') = 47,16°/o C und 4,16°,o H und 31,7°/o Gesamtasche. 
Mit den nach der Formel C,,H,,Ag,O,N,FeOH bezeich- 


neten Werten: 
48,17°/o C, 3,66°/o H, 25,5°/o Ag und 6,61°/o Fe und N 

stimmt der aufgefundene Gehalt nicht vollig iiberein, und es 
ist uns auch noch immer nicht gelungen, ein nach jener Formel 
zusammengesetztes Silbersalz zu erhalten. Die besten Resultate 
ergeben sich bei Verwendung von Dehydrochloridhimin, wiah- 
rend eine L6sung von Hamin in drei Molekeln Alkali, nachdem 
sie anscheinend bis zum Verschwinden der Chlorionen dialysiert 
worden war, Salze mit sehr wechselndem Gehalt an Silber 
lieferte. Was hierbei alles eine Rolle spielt, ist aufzuklaéren 
noch nicht vollig gelungen, sicher ist, dafi durch die lange 
Dialyse Alkali austritt, wahrend immer noch Chlor zuriickgehalten 
wird; die alsdann hergestellten Salze enthalten viel zu wenig 
Silber und daneben Chlorsilber, ferner spielt hier die Konzen- 
tration eine Rolle. Héamin kann also tiberhaupt nicht zur Dar- 
stellung eines Silbersalzes des Hiimatins verwendet werden. 
Ferner ist aber hier im Gegensatz zu den bei der Herstellung 
des Baryumsalzes gemachten Erfahrungen die Dauer des Ver- 
weilens des Farbstoffes in der alkalischen Losung von Einflub. 
Nicht dialysierte, aber langere Zeit aufbewahrte Losungen von 


') Die Trennung des Riickstandes mifgliickte, weil nicht beriick- 
sichtigt wurde, daf§ sich Ag + FeCl, méglicherweise in AgCl und FeCl, 
umsetzt, wonach das Chiorsilber von der Salzséure gelist wurde, worauf 
mich Prof. Weinland in Tiibingen aufmerksam zu machen die Freund- 
lichkeit hatte. Von der Asche wurden damals 0,0675 g in HCl] unléslich 
befunden, was 24,16°/o Ag entsprechen wiirde, wahrscheinlich enthielt 
die Asche auch noch etwas Chlorsilber. 
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Dehydrochloridhimin in zwei Molekeln Alkali geben Silbersalze 
mit bedeutend geringerem Silbergehalt, als diejenigen aufwiesen, 
welche aus der frisch bereiteten Alkalifarbstofflésung gefillt 
wurden; dagegen scheint bei den nicht dialysierten Losungen die 
Konzentration keinen Einflu§B zu haben: damit tiberhaupt eine 
Fiillung eintritt, mu aber auch hier wie bei den Erdalkalisalzen 
ein Uberschuf8 von Silbernitrat zugesetzt werden, beim Aus- 
waschen der Silbersalze wurde dagegen die Bildung kolloider 
Losungen nicht beobachtet. Die Ursache fiir diese Erschei- 
nungen ist wohl zweifellos in einer allmihlich eintretenden 
Zuriickdriingung des Dispersitiitsgrades zu suchen, auch das 
Alkalimetall ist schlieBlich nicht mehr als Ion vorhanden und 
hierdurch die Umsetzung mit dem Elektrolyten erschwert. Der 
endlich entstandene Niederschlag diirfte aber doch kein Kalium 
oder Natrium enthalten, das geht aus den Aschenanalysen 
wenigstens der II. Reihe unserer Versuche hervor. 

Die Eigenschaften der Silbersalze weichen erheblich von 
denen der Erdalkaliverbindungen ab, sie sind nicht nur in 
Ammoniak, sondern auch in Laugen loéslich,!) die Herausnahme 
des Silbers durch Siiuren ist kaum zu erreichen, jedenfalls findet 
dabei auch eine LoslOsung des Hiimatineisens statt, alles spricht 
dafiir, daB das Silber ebenso oder nahezu so fest gebunden ist 
wie dieses, daf wir es also mit einem komplexen Salz zu 
tun haben. 

I. Reihe (nach Versuchen von Herrn F. Lacour). 

1. 2 g Dehydrochloridhimin wurden in der berechneten 
Menge (6,5 ecm N.-KOH ++ 200 ccm Wasser) durch sechsstiin- 
diges Schiitteln gelést, die Losung filtriert und mit 1 °,oger 
Silbernitratlésung gefillt. Der Niederschlag wurde Ag-frei ge- 
waschen, zwischen FlieSpapier und im Vakuum getrocknet. 
Ausbeute 2,5 g. 


‘) Namentlich in der Warme, diese Lésungen sind undurchsichtig 
und erscheinen im auffallenden Licht griinlich, im durchfallenden braun. 
Zusatz von Schwefelwasserstoff erzeugt sofort einen Niederschlag von 
Schwefelsilber, durch Séuren findet eine Fallung statt, hierbei diirfte aber 
auch etwas Silber abgegeben werden. Beim Auswaschen des noch feuchten 
Silbersalzes mit Baryumacetatlisung konnte dagegen im Filtrat Silber 
nicht nachgewiesen werden. 
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0,2878 g¢ Substanz geben 0488 g CO,, 0,099 g H,O und 0,1028 g 
Asche = 46,24°/o C, 3,8°o H und 38,7°,o Asche. Letztere gab an heife 
konzentrierte Salzséure Silber und Eisen ab, der Riickstand in Salpeter- 
siiure gelést und durch Salzsdure gefallt (gef. 0,0385 g Ag(Cl) 

entsprach 10,07°/ Ag 
Die salzsaure Lésung gab beim 
Verdiinnen mit Wasser: 0,0515 g AgCl == 13.47° Ag 
Durch Fiillung mit Ammoniak: 0,028 » Fe,O,= 9,71° 0 Fe,O,; = 6,890 Fe 
Sum me 33,25. 

Da 6,8: 13,47 sich verhilt wie 56: 111, ist fast genau 
1 Atom Silber auf 1 Atom Eisen gelést worden, was dafiir 
spricht, daf hier eine Umsetzung im Sinne der Gleichung: 
Ag + FeCl, = AgCl -+- FeCl, eingetreten ist. 

2. Die LoOsung des aus Dehydrochloridhaémin bereiteten 
Hiimatinkaliums war hier einige Tage aufbewahrt worden, eine 
Dialyse hatte nicht stattgefunden, im tibrigen war die Darstellung 
des Silbersalzes wie bei 1. geschildert gehandhabt worden. 

01475 g Substanz gaben 0,2765 g CO,, 0,0565 g H,O und 0,0465 ¢ 
Gesamtasche = 41,8°0 C, 4,28°/o H und 31,53°/o Asche. 

Die Aufarbeitung der letzteren lieferte aus dem in HCl 
nicht léslichen Riickstande 0,0065 AgCl, aus der salzsauren 
Lésung 0,0245 AgCl und 0,0160 Fe,O, oder 3,3 + 12,5 = 
15.8 °/o Ag und 7,58 °%o Fe. 

3. Die Lésung des Hiimatinkaliums war 9 Tage auf- 
bewahrt worden. 

0,3573 g Substanz gaben 0,6445 g CO,, 0,116 g H,O und 0,1018 g 
Asche == 49,1°%o C, 3.69 H und 28,49°/o Asche, aus der wie angegeben 
0.0300 +- 0,0421 g AgCl sowie 0,0352 g Fe,O, erhalten wurden = 16,21°,o Ag 
und 6,89°%o Fe. 

4. Ein wesentlich giinstigeres Resultat in bezug auf die 
Zusammensetzung des gefiillten Silbersalzes wurde erhalten, 
als eine Lésung von 2 g Dehydrochloridhiimin in einem kleinen 
UberschuB von N.-KOH (7 ecm) + 500 cem Wasser 36 Stunden 
dialysiert und der filtrierte Inhalt des Dialysators mit 1 °/oiger 
Silbernitratlésung gefalit wurde. Ausbeute 2,3 g. 

0,2363 g Substanz geben 0,408 g CO,, 0,0795 g H,O und 0,795 g Asche, 
aus der 0,0337 -+- 0,0454 g AgCl und 0,0238 g Fe,O, erhalten wurden.') 


') Hier ist die Menge der Gesamtasche geringer wie die Summe 
des Silber- + Eisenoxyd, vielleicht enthielt jene also Fe,0,. 
Der giinstige Ausfall dieser Bestimmung veranlaBte mich vor einem 
14* 
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Berechnet fiir 
(,,H, Ag,O,N,FeOH: C,,H,,Ag,O,N,FeOH H,O: Gefunden: 


4817 47,17 47,09 
H 3,66 3,81 3,76 
°) Ag 25,5 24.97 251 
‘9 Fe 6,61 6,47 7,0 


II. Reihe (eigene Versuche, die Analysen sind zum grofen 
Teil von Herrn J. Eppler ausgefiihrt). 


A. Aus diesen Versuchen geht zunichst einmal hervor, 
dafS Himin fiir die Herstellung des Hamatinsilbers ganz un- 
geeignet ist, denn die erhaltenen Salze erwiesen sich trotz 
tagelang fortgesetzter Dialyse als chlorhaltig, ferner beeinflubte 
die Konzentration der benutzten Silbernitratlésung die Zu- 
sammensetzung der Fiallungen, wihrend die Dauer der Dialyse 
scheinbar keine Holle spielt. 

1. Die Lésung von 2 g Acethémin in 9,2 ccm N.-NH, 
-+- 200 ccm Wasser wurde 7 Tage lang gegen je 200 ccm 
Wasser dialysiert, alsdann mit 10 °/oiger Silbernitratlésung 
gefallt. Ausbeute 1,7 g im Vakuum getrocknet. 

0.2401 g Substanz (110°): 0.5431 g CO,, 0,1048 g H,O, 0,0325 g Asche, 
hieraus 0,0034 g AgCl, 0,0313 g Fe,0, 
= 60,15°/o C, 4,78°/o H, 13,53°/o Asche, hierin 1,34°/o Ag, 9,12°/o Fe. 
0,4858 g Substanz (110°): 0,0615 g Asche = 12,66 °/o, 
hieraus 0,0062 g AgCl, 0,0657 g Fe,O, = 0,91°/o Ag, 9,46° 0 Fe. 

2. Die Lésung von 1,9075 g Acethimin in 9,2 ccm N.-NH, 
-++ 200 cem Wasser wurde 7 Tage dialysiert, die Fdallung 
wurde mit 1 °/oiger Silbernitratlésung ausgefiihrt. Ausbeute: 
1,5 g im Vakuum getrocknet. 

0.2561 g Substanz (110°): 0,4727 g CO,, 0,0890 g H,O u. 0,0730 g Asche, 
hieraus 0,0561 g AgCl und 0,0286 g Fe,O, 
= 50,34°/o C, 3,88°%o H, 28,5°%o Asche, hierin 16,5°/o Ag und 7,8°o Fe. 

0,4612 g Substanz (110°): 0,1294 g Gesamtasche = 28,06°/o, 

hierin 14,31°o Ag (?) und 8,14°/o Fe (0,0876 g AgCl und 0,0536 g F,0,). 


Jahre (diese Zeitschrift Bd. LIX, S. 65 (1909)) zu der Bemerkung, dab 
es uns gelungen sei, beim Hamatin die Bedingungen zu ermitteln, unter 
denen normale Salzbildung erfolgt, leider wurde bei der Fortsetzung der 
Versuche ein entsprechendes Resultat nicht wieder erhalten. 
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0,2060 g Substanz (110°) durch Salpetersiure im Rohr zerstért 
bei 130°: 0.0045 g AgCl (direkt abgeschieden), 0,0402 ¢ AgCl (auf Zusatz 
yon HCl) und 0,0213 g Fe,0, = 1,6 + 14,69 = 16,29%o Ag und 7,8°) Fe, 
auferdem 0,54°/o Chlor.') 

3. Die Losung von 1,995 g Acethiimin in 9,45 cem N.-KOH 
+ 200 ccm H,O wurde zwei Tage dialysiert, dann trat in das 
AuBenwasser scheinbar Cl’ nicht mehr itiber®). Die Fiillung 
wurde mit einer 10°/oigen Lésung von AgNO, ausgefiihrt. 
0.1851 g Substanz (110°): 0,3796 g CO,, 0,0743 g H,O u. 0,0307 g Asche, 

hieraus 0,0056 g AgCl und 0,0224 g Fe,O, (?) 
= 55,938°/o C, 4,49°%/o H u. 16,58°/o Asche, hierin 2,28°/o Ag u. 8,43°/o Fe (?). 

0,7191 g Substanz (110°): 011380 g Gesamtasche = 15,71°)0, 
hieraus 0,0240 g AgCl und 0,0938 g Fe,O, = 2,51°/o Ag und 9,13°%o Fe. 

0,2112 g Substanz (110°): 0,0088 g AgCl und 0,0270 ¢g Fe,O, 

= 1,03°/o Cl, 3,14%o Ag und 8,95°%o Fe. 
4. Ein wie bei 3 angegeben hergestelltes Silbersalz ergab 


auch dhnliche Werte. 
0,3178 g Sbst.(110°): 0,6976 g CO,, 0,1364 g H,O u.0,0585 g Asche (CuO-haltig), 
hieraus 0,0128 g AgCl und 0,0405 g Fe,O, 
= 59,879 C, 4,81°%o H, 3,03°%o Ag, 8,95°/o Fe. 
0.3078 g Substanz (110°): 0,0100 + 0,0009 g AgCl und 0,0394 g Fe,0, 
= 0,8%o Cl, 2,67%o Ag und 8,96°/o Fe. 

B. 1. 1g Dehydrochloridhémin wurde in 3,25 ccm 
N.-KOH + 800 ccm Wasser gelist, die filtrierte Loésung in 
100 cem einer 0,602°/oigen Silbernitratlésung eingetragen, die 
entstandene Fiillung lief sich klar filtrieren und Ag’ frei 


waschen.*) Ausbeute 1,2 im Vakuum getrocknet. 


’) Es ist hierbei daran zu erinnern, dafs das Chlor durch eine ein- 
malige Behandlung mit Laugen aus dem Hiimin schwer herausgenommen 
wird; aus meinen Versuchen dirfte hervorgehen, dafs das Chlor vom 
Farbstoff nicht abgetrennt wird, man ist versucht, den Vorgang mit der 
Bildung des Eisenoxychlorids zu vergleichen, dessen Lésung keine Chlor- 
ionen enthiilt. 

*) Chlorbestimmungen :m Aufienwasser zeigten alsdann, dafs doch 
noch nicht alles Chlor’ ausgetreten war, es enthielt nach 24 Stunden 
0,06804 g Cl’, nach 48 Stunden noch 0,0231 g Cl’, zusammen also 
0,09114 g, wahrend 0,1050 g vorhanden waren. 

3) Nach der Veraschung von 0,4640 g des Salzes, wobei 0,0729 g 
Gesamtasche = 15,5°/o erhalten worden waren, betrug der wasserldésliche 
Teii der Asche 0,0010 g. 

*) Im Filtrat waren noch 0,1165 g AgNO, vorhanden, es sind also 
nur 0,4855 g anstatt 0,508 g, wie berechnet, umgesetzt worden. 
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0.4690 g Substanz (100°): 0,1498 g Gesamtasche = 31,85°/0, 
hieraus 0.1315 g AgCl und 0,0500 g Fe,O, 
== 21,11°/o Ag und 10,7°,o Fe,O, oder 7,46°%o Fe. 

Die folgenden Versuche zeigen, dafi bei nicht dialysierten 
Lésungen der Einflu{ der Konzentration der fallenden Losung 
kaum in Betracht kommt. 

2. 2,01 g Dehydrochloridhiimin wurden in der berechneten 
Menge N.-KOH + 200ccm Wasser gelést und dann 1,114¢ 
Silbernitrat in 11 cem Wasser gelést hinzugefiigt. 

0,2574 g Substanz (100°): 0,4496 g CO,, 0,0931 g H,O u. 0,0813 g Asche, 
hieraus 0,0788 g AgCl u. 0,0259 g Fe,O, = 47,67 °/o 4,04°/o H, 33,5°/o Asche, 
hierin 23,03°/o Ag und 10,1°/o Fe,O, = 7,07°%o Fe. 

0,6079 g Substanz (100°) : 0,2045 g Asche = 33,64°/o, hieraus 0,1887 g AgCl 
und 0,0582 g Fe,O, = 23,36°o Ag und 9,57°o Fe,O, = 6,7°/o Fe. 

3. Die Lésung von 1,05 g Dehydrochloridhimin in der 
berechneten Menge N.-KOH ++ 200 ccm Wasser wurde in 
20°/oige Silbernitratldsung eingetragen. 

0,5608 g Substanz (100°): 0,1887 g Asche = 33,65 °/o, hieraus 0,1742 g AgCl 
und 0,0538 g Fe,0, == 22,85°/o Ag und 9,59°/o Fe,O, = 6,71°/o Fe. 

C. Die nachsten Versuche wurden mit Hilfe von Silber- 
sulfat ausgefiihrt. Es wurde eine Lésung von 3g Dehydro- 
chloridhimin in 9,75 cem N.-NaOH +- 450 ccm Wasser bereitet, 
hiervon wurden 300 ecm sogleich nach der Filtration, nachdem 
noch mit 100ccem Wasser nachgewaschen worden war, durch 
eine Lésung von 1,2g Ag,SO, in 240cem Wasser gefiilt,') 
aus dem tibrigen Teil wurde nach dreitégiger Aufbewahrung 
durch 0,8 g Ag,SO, das Silbersalz hergestellt. Beide Nieder- 
schlige lieben sich gut auswaschen, im Vakuum getrocknet 
wurden 2,6 resp. 1,3 g erhalten. 


a) 0.6359 g Substanz (100°): 0,2092 g Asche, hieraus 0,1927 g AgCl 
= 22,81°/o Ag. 


b) 0,4980 g Substanz (100°): 0.1635 g Asche, hieraus 0,1468 g AgCl 
und t71 g Fe,O, = 32,85°/o Asche, 22,19 °/o Ag, 9,46°/o Fe,O, = 6,62 °/0 Fe. 
Aus seiner Lisung in Ammoniak wird das Silbersalz 
durch verdiinnte Salpetersdéure nicht unveriindert wieder aus- 
Seechionen, vielmehr wird etwas Silber abgespalten. Ein 


‘) Diese Menge bedeutet einen kleinen Uberschuf, der sich als 
notig erwies, damit eine Fallung eintrat. 
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Silbersalz mit 19,9°/o Ag und 7,1°/o Fe (0,3302 Substanz 
(100°) geben 0,0874 AgCl, 0,0336 Fe,O,) enthielt nach einer 
solchen Umfallung nur noch 17,93°)o Ag (0,3253 Substanz 
(100°) geben 0,0775 g AgCl.). 

Es mag noch bemerkt werden, dafi das Silbersalz des 
Himatins gegen Belichtung jedenfalls nicht stark empfindlich 
ist, doch wurde ein groBer Teil der beschriebenen Priiparate 
unter sorgfaltigem Ausschlu8 von Licht hergestellt. 

VII. Zur Darstellung des Ferrosalzes des Hiimatins wurden 
2,1 g Hiimin in der berechneten Menge N.-NaOQH +- 500 ccm 
Wasser geldst und die filtrierte Lésung durch 62 cem einer 
140 N.-Lésung von Mohrschem Salz (2 Molekiile) gefillt. Das 
vom Niederschlage klar abflieBende Filtrat enthielt den Uber- 
schuB des Fallungsmittels, ersterer wurde auf FlieSpapier, dann 


im Vakuum getrocknet. 

0,6724 g Substanz (100°) gaben 0,1429 g Asche, durch Lésen in 
Salzsiure und Fallen mit Ammoniak wurden 0,1457 g Fe,O, erhalten 
(die Asche bestand z. T. aus Fe,0,). 

(),2507 g eines 2, Priparats gaben 0,0535 g Asche, umgefallt 0.0554 g Fe,O,. 
Berechnet fiir C,,H,,FeO,N,FeOH: Gefunden: 
%o Fe 16,3 15,16 15,47, 

Das Ferrisalz wurde durch Umsetzung von Himatin- 

natriumldsung (1/2°/oig) mit einem Uberschuf von Ferrichlorid 


gewonnen: 

0.1107 g Substanz (100°) gaben 0,0205 g Asche, umgefallt 0,0217 g Fe,0, 

0.4003 » > (100°) > 0,0749 >» » > 0,0759 » > 
Berechnet fiir (C,,H,,0,N,FeOH),Fe,: Gefunden : 


%o Fe 13,96 13,71 13,26. 

Beide Eisensalze lésen sich in Alkalien scheinbar glatt 
auf, was den Anschein erweckt, dafB auch das auf die ge- 
schilderte Weise eingefiihrte Eisen komplex gebunden ist, ') 
es konnten z. B. 0,6459 g des Ferrosalzes in 10 ccm N.-NaQH 
-- 250 Wasser (fiir ein Molekiil NaOH berechnen sich 9,4 ecm) 
gelost werden, bei der Dialyse traten allmiihlich 8,45 ccm N.- 
NaOH in das Aufenwasser,?) wobei sich eine Abscheidung 


) Glycinkupfer list sich in Natronlauge z. B. auch auf. 

*) Nach 6 Stunden waren 21,1 ccm '/10-N.-NaOH, nach 8 Tagen 
je 22.45, 16,8, 7,5, 4,7, 4,39, 2,88, 2,28, nach zwei weiteren Tagen 
2.4 ccm ‘/10-N.-NaOH ausgetreten. 
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von Ferrohydroxyd bemerkbar machte. Auch wird das ein- 
gefiihrte Eisen aus der alkalischen Lésung durch Schwefel- 
ammonium gefillt. 

Daf aber das Eisen ebenso wie das Silber fester gebunden 
ist als z. B. die Erdalkalimetalle, geht aus dem Seite 211 be- 
schriebenen Versuch hervor, wonach es durch Essigsaure 
wenigstens sehr viel schwieriger als jene herausgenommen wird. 

VIII. Aus den beschriebenen Salzen das Hamatin wieder 
zu gewinnen, ist bisher nicht gelungen, da selbst verdiinnte 
Essigsiure!) schon bei Zimmertemperatur Spuren von Eisen 
herauslést, wiahrend das eingefiihrte Metall teilweise an der 
organischen Substanz haften bleibt. Danach wird die Festig- 
keit der Bindung des Eisens im Hématin durch den Hinzutritt 
eines anderen Metalls vermindert, allerdings in verschiedenem 
Grade, Calcium und Baryum haben einen schwacheren 
als Silber und wahrscheinlich auch als Eisen selbst. Aus den 
Silberverbindungen wird z. B. durch verdiinnte Essigsiiure auch 
bei hdherer Temperatur nur Eisen weggenommen, wihrend 
10°/oige Salzséure bei 130° beide Metalle fast in aquivalenten 
Mengen, aber beide unvollkommen entfernt. Hiernach ist wohl 
die Annahme nicht ungerechtfertigt, daf auch das Silber 
komplex gebunden ist. 


A. Versuche mit Essigsiéure. 


1. Ein Baryumsalz des Himatins wird mit 10°/oiger 
Essigsiure solange (5 Tage) behandelt, bis auch in den kon- 
zentrierten Filtraten Ba” nicht mehr nachweisbar ist; hierbei 
zeigt sich, dah Spuren von Eisen mit in LOsung gegangen sind. 
Der alsdann veraschte Riickstand enthielt doch noch Baryum. 

2. Auch bei ersch6pfender Behandlung auf dem Wasserbade 
zeigte sich iihnliches. Zur Verwendung gelangte ein Baryumsalz 
mit 14,8°/o Ba und 7,5°/o Fe (0,4289 Substanz gaben 0,1081 g 


') Das Himatin durch Kohlenséure aus den Lésungen seiner Alkali- 
salze wieder abzuscheiden, ist nicht gegliickt. Es muf allerdings noch 
unentschieden gelassen werden, ob Hamatin die stirkere Saure ist oder 
ob das frei gemachte Himatin in kolloider Lésung geblieben ist. 

Das auf S. 197 erwahnte Natriumsalz gab an 10°%/oige Essigsaéure 
das Natrium ab, aber auch Spuren von Eisen. 
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BaSO, und 0,0461 g Fe,0,); es konnten nun_herausgelist 
werden 14,2°/9 Ba (0,4938 g Substanz gaben 0,1193 g BaSO,), 
wahrend der Riickstand noch 0,9°/o Ba enthielt (0,2445g 
gaben 0,0040 g BaSO,). 

3. Das bei V 1 erwaéhnte Kalksalz mit 5,81°/o Ca und 
8,6°/o Fe gab an Essigséure nur ab 4,51°/o Ca, daneben 
0,285°/o9 Fe (0,9820g Substanz gaben 0,0620g CaO und 
0,004 g Fe,O,). Der Riickstand enthielt noch Calcium und nur 
noch 8,02°/o Fe. 

4. Das bei V 2 aufgefiihrte Kalksalz mit 5,43°/o Ca und 
8,27°/o Fe gab an Essigséiure 4,93°/o Ca und 0,36°/o Fe ab 
(0,8810 g Substanz gaben 0,0607 g CaO und 0,0045 g Fe,0,). 
Selbst 20°/oige Essigsiure nimmt unter Druck nicht alles 
Baryum heraus, hierbei geht aber mehr Eisen in Lésung als 
bei gleicher Behandlung aus dem Himatin. 

1,018 g Substanz wurde mit 15 cem 20°/oiger Essig- 
siure im Rohr 4 Stunden bei 130° erhitzt; aus dem Filtrat 
lassen sich gewinnen 12,89°/o Ba (das Salz enthielt 13,74°/0), 
auBerdem enthalt es 0,00378 g Fe als Ferrosalz (durch Titra- 
tion ermittelt), an den Wé&nden des Rohrs finden sich noch 
0,00154 g Fe als Ferrioxyd abgesetzt. Diese Mengen ent- 
sprechen 0,52 °/o Eisen oder 6,75°/o des vorhandenen Eisens, 
wiihrend Hamatin unter den gleichen Bedingungen nur 4,2°/o 
abgegeben hatte (vgl. Seite 186, I, 1). 

6. 2,0g eines Salzes mit 4,5—4,9°/o Ca, 2,3°/o Ba und 
8,2°/o Fe gaben bei 7 stiindigem Erhitzen im siedenden Wasser- 
bade mit 50ccm 10°/oiger Essigséure in einer Druckflasche 
4,29°/o Ca, 0,986°/o Ba und 0,49°/o Fe oder 5,93°/o des vor- 
handenen Eisens ab (erhalten: 0,0335 g BaSO,, 0,2916 g CaSO, 
und 0,0139 g Fe,0,). 

6a. Die weitere Behandlung von 1,4863 g des Restes mit 
15 cem 10°/oiger HCl im Rohr bei 130° wahrend 3 Stunden, 
wobei sich Spuren von Hématoporphyrin bilden, zeigt dann 
folgendes Resultat: es sind jetzt abgespalten 0,465°/0 Ba, 
0,12°/o Ca und 7,5°/o Fe. (Erhalten 0,0117 g BaSO,, 0,0060 g 
CaSO,, und 0,1603 Fe,O,, oder auf 2 g umgerechnet 0,0158 
BaSO,, 0,0081 CaSO,, 0.2157 
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7. Das bei IV 4 aufgefiihrte Salz mit 2,0—2,14°/o Ba, 
4,5—4,6°/0 Ca, 8,08—8,4°/o Fe spaltet durch 5°/oige Essigséure 
bei 130—140° in 3 Stunden ab: 1,61°/o Ba, 4,13°/o Ca, 0,26°/o 
Fe (1,1963 g Substanz, 20ccm 5°/oige Essigsaure, erhalten: 0,0327 
BaSO,, 0,1680 CaSO,, 0,0046 g Fe,O,. Hier sind also 3,2°/o 
des vorhandenen Eisens abgespalten worden, wahrend Himatin 
unter gleichen Bedingungen nur 0,37°/o seines Eisens abgegeben 
hatte (vgl. Abschnitt II I. 2. S. 186). 

8. Das bei VI 2. Reihe 4 aufgefiihrte Sibersalz mit 
16,4°/o Ag und 8°/o Fe gibt mit Essigsiure auf dem Wasser- 
bade erhitzt kein Silber ab. Es werden nun 0,4376 g mit 
10 cem 10°/oiger HCl 3 Stunden auf 130° erhitzt, wonach sich 
im Filtrat finden 0,0120 g Fe,O, = 0,0084 g Fe; da 0,035 g Fe 
vorhanden sind, wurden also 24%/jo hiervon abgespalten, Hama- 
tin gibt unter gleichen Bedingungen ca. 90°/o ab; die An- 
wesenheit des Silbers schiitzt demnach das Eisen vor dem An- 
griff durch die Salzsdure. 

Dem mit verdiinnter Salzsiiure eisenfrei gewaschenen Riick- 
stand, der in Ammoniak unldslich ist, laft sich durch dies 
Alkali das gebildete Chlorsilber entziehen, wahrend das Silber- 
salz in Ammoniak loslich ist. Erhalten wurden 0,0228 Ag(Cl, 
0,01716 Ag; da 0,07177 g Ag vorhanden waren, sind also 
23,9°/o desselben abgesplten worden. Es ist bemerkenswert, 
daS Silber und Eisen fast im Verhiiltnis ihrer Atomgewichte 
eliminiert worden sind (84 : 171,6 = 56: 114). 

8a. Bei erneutem 3stiindigem Erhitzen von 0,3196 g des 
Riickstandes mit 10 cem 10°/oiger HCl auf 130°, wobei sich 
Spuren von Hiimatoporphyrin bilden, wurden erhalten: 0,0052 g 
Fe,O, = 0,00364 Fe = 17,6°/o des noch vorhandenen Fe 
(0,0206 g) und 0,0105 AgCl = 0,0079 Ag = 18,06°/o des noch 
vorhandenen Ag (0,04236). 

9. 0,271 g eines Silbersalzes mit 17,93°/o Ag und 6,6°/o 
Fe gaben bei 3stiindigem Erhitzen auf 130—140° mit 20 ccm 
5°/oiger Essigsiure nur 0,0036 g Fe,0, = 0,00252 g Fe ab, 
aber kein Silber; da 0,0179 g Fe vorhanden, sind 14,1°/o des- 
selben abgespalten worden, wahrend Hamatin unter denselben 
Bedingungen nur 0,37°/o seines Eisens abgibt. 
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10. 0,6993 g des Ferrosalzes mit 15,16°/o Fe wurden mit 
20 ccm 10°/oiger Essigsiure im siedenden Wasserbade in einer 
Druckflasche 7 Stunden erhitzt; erhalten 0,0070 g Fe,O, = 
0,0049 g Fe = 0,7°/o. Es wurden also nur 4,6°/o des vor- 
handenen Eisens (0,1061 g) abgespalten; da ein Baryumsalz 
sogar 5,93°/o unter gleichen Umstiinden abgegeben hatte, er- 
weist sich also hier das eingefiihrte Eisen als ebenso fest ge- 
bunden wie das Hiimatineisen. 

10a, 0,6753 g des Riickstandes mit 0,0984 g Fe wurden 
jetzt mit 20 ccm 10°/oiger Essigsaure 3'/2 Stunde auf 130° er- 
hitzt, wonach sich 0,0233 g Fe als abgespalten erwiesen (hier- 
von 0,00175 g als Ferrioxyd an der Rohre abgesetzt, doch 
war auch das in der Fliissigkeit befindliche Eisen zum groften 
Teil in der Ferristufe vorhanden). Es sind demnach 23,7°/o 
des vorhandenen Eisens herausgenommen worden und zwar 
augenscheinlich vom Hiimatineisen, es wurde also dasselbe 
Verhalten wie bei den Calcium-, Baryum- und Silbersalzen be- 
obachtet: durch die Salzbildung wird die Bindung des Hiimatin- 
eisens der Essigsiiure gegeniiber gelockert. 

Es wird beabsichtigt, die Untersuchung der Salze des 
Himatins zu vervollstandigen und auf andere Metalle auszu- 


dehnen. 
Zusammenfassung. 


1. Haémin und Hamatin sind in sauren Carbonaten und 
zweifachsauren Phosphaten unléslich. 

2. Bei der Umsetzung mit neutralem Carbonat wird Kohlen- 
dioxyd nicht frei, es bildet sich vielmehr saures Carbonat. 

3. 1 Mol. Hamin setzt sich mit 2 bis 2'/2 Mol. Na,COs, 
aber mit 3 Mol. NaOH um. 1 Mol. Dehydrochloridhimin setzt 
sich mit je 2 Mol. Na,CO, und NaOH um. 

4. Alkalische Losungen des Hamatins kénnen der Dialyse 
unterworfen werden, ohne dai Farbstoff austritt. 

d. Das Dinatriumsalz des Haimatins gibt bei langer Dialyse 
ein Molekiil NaOH an das Aufenwasser ab. 

6. Beim Aufbewahren der Lésungen von Alkalisalzen des 
Hamatins tritt Polymerisation ein, der Farbstoff befindet sich 
alsdann in kolloider Lésung. 
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7. Die mit Hilfe von Ca” und Ba” bewirkten Fillungen 
haben nicht die erwartete Zusammensetzung C,,H,,.MeO,N,FeOH, 
die Werte fiir Ca und Ba kommen aber dem aus dieser Formel 
berechneten Prozentgehalt nahe. 

8. Ahnliches gilt fiir das Ferro- und Ferrisalz, wie fiir 
das Silbersalz. 

9. Zur Herstellung des Silbersalzes geht man am besten 
von der frisch hergestellten etwa 1°/oigen Lisung des Dehydro- 
chloridhaimins in zwei Molekeln Alkali aus. 

10. Eisen und Silber erscheinen im Gegensatz zum Baryum 
und Calcium komplex gebunden. 

11. Durch die Salzbildung wird die Bindung des Eisens 
im Hiimatin gelockert. 


4. Abschnitt. 


Die chemischen Beziehungen zwischen Hamin und Hamatin, und 
liber das Brom-Hamin. 


Uber die chemischen Beziehungen zwischen den «Hiimin» 
und «Hiématin» genannten Koérpern habe ich zwar schon auf 
der Naturforscherversammlung zu K6ln (1908) gesprochen; da 
die Verhandlungen aber nicht jedermann zuganglich sind und 
ein Referat des Vortrags nicht erschienen ist, sei es mir ge- 
stattet, zuniichst meine Ausfiihrungen zu wiederholen. 

Das Hamoglobin (Hb) setzt sich bekanntlich aus zwei 
Bestandteilen zusammen, aus einer Eiweifart, dem Globin, und 
einem eisenhaltigen Stoff, der nur den 1/25 Teil des grofen 
Molekiils ausmacht. Das Haimoglobin kann Sauerstoff aufnehmen 
und in Oxyhimoglobin (Hb-O,) iibergehen; letztere Fahigkeit 
zeigt auch der (hypothetische) eisenhaltige Bestandteil des 
Hiimoglobins, das Himochromogen (Hchr.), wobei es in Hamatin 
iibergeht. Da Hb -+- 0, = Hb-O,, miiBte auch Hehr. + O, = Ht 
sein. Leider fehlen hierfiir noch die experimentellen Beweise, 
denn es ist noch nicht gelungen, das Hchr. direkt aus Hb 
analysenrein zu gewinnen, und der aus Ht durch Reduktion 
hervorgehende Farbstoff hat zwar die Fahigkeit, Kohlenoxyd 
im richtigen Verhaltnis — auf ein Atom Eisen kommt ein 
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Molekiil CO — zu absorbieren, im reinen Zustande ist er 
bisher aber noch nicht erhalten worden.!) 

Die herrschende Unsicherheit riihrt also einmal davon 
her, dafi man bei der Zersetzung des Hiaimoglobins wie des 
Oxyhiémoglobins?) denselben eisenhaltigen Farbstoff erhalt 
und zwar in Form des sogenannten Hiimins, hauptsiichlich aber 
hat sie ihren Grund darin, daf wir noch nicht sicher wissen, 
ob dieser Stoff nicht schon bei seiner Herstellung eine ein- 
greifende Verinderung erleidet, so daf also die Eigenschaften 
des Praparates, das wir in Handen haben, gar nicht mehr den 
Eigenschaften der eisenhaltigen Komponente des im Blut vor- 
handenen Himoglobins entsprechen.*) Und schlieBlich wurzelt 
diese Unsicherheit in der Unklarheit der chemischen Beziehungen 
zwischen dem Hamin und dem aus letzterem entstehenden 
Hamatin. 

Das Hamin ist ein Chlor haltendes Kunstprodukt, dessen 
Schwerlodslichkeit wir uns zunutze machen, um die eisenhaltige 
Komponente des Blutfarbstoffs abzuscheiden. Der letztere ent- 
halt kein Chlor, Héimin als solches hat also sicher nichts 
mit dem Hémoglobin zu tun, wohl aber k6énnte das chlorfreie 
Haimatin, das sich aus dem Hémin unter der Einwirkung von 
Alkalien bildet, ein Bestandteil des grofBen Molekiils sein. Dann 
aber miiBte es sich zum mindesten wieder in Hiimin zurtick- 
verwandeln lassen, und diese Uberfiihrung war mir nicht ge- 
gliickt,*) so dafi es den Anschein hatte, als ob das Hamatin 
erst recht nichts mit dem im Blut kreisenden Farbstoff zu tun 


1) R. v. Zeynek erhielt ein Ammoniumsalz des Hchr.; aus der 
Analyse desselben wurde geschlossen, daf§ 2 Molekeln Hamatin bei der 
Reduktion nur ein Sauerstoffatom verloren haben, also nur '/« der nach 
obiger Gleichung verlangten Menge! Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 492. 

*) Auch des Methimoglobins, vgl. z. B. Zeynek, Arch. f. [Anat. u.] 
Physiol., 1899, S. 460. 

*) So schreibt Hoppe-Seyler die Formel des Haimochromogens 
C,,H,,0,N,Fe, wiahrend er die Zusammensetzung des Haimins durch die 
Formel C,,H,,0,,.N,Fe,, 2 HCl wiedergibt. 

*) Klaveren gibt an, daf’ er Himatin, das aus Hamin mit Hilfe 
von Ammoniak bereitet worden war, wieder in vollkommen charakteristische 
Teichmannsche Krystalle iibergefiihrt habe; leider fehlt jede nahere 
Auskunft tiber seine Beobachtung. Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 308. 
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hat. Nachdem also im Hiimin C,,H,,0,N,FeCl, das saure 
Eigenschaften besitzt und sich in Alkalien lést, bei der Salz-— 
bildung gleichzeitig das Chlor eliminiert worden ist, fallt eine 
Siiure, auch Salzsiiure, einen neuen Koérper aus, eben das 
Hiimatin, dem man die Formel C,,H,,0,N,FeOH zuschreibt. 
Da nun das Himatin noch nicht krystallisiert erhalten worden 
ist und auch ganz andere iiuhere Eigenschaften besitzt als 
das Hiimin, war die Annahme nicht von der Hand zu weisen, 
dafi die Umwandlung des Hiimins in Hamatin nicht nur in 
dem einfachen Vorgange besteht, den die gegebenen Formeln 
versinnbildlichen. Diese Ansicht zu déuBern, fiihlte ich mich um > 
so mehr berechtigt, als das Dehydrochloridhiimin, C,,H,,0,N,Fe, 
sich zwar in Hiimin zuriickverwandeln JaBt, nicht aber das 
Dehydrohiimatin, das aus jenem durch Behandlung mit einem 
Alkali entsteht und einen dem Hiimatin &hnlichen Habitus auf- 
weist bei gleicher Zusammensetzung wie Dehydrochloridhamin.") 

Unter diesen Umstiinden beanspruchten die Arbeiten von 
Eppinger?) und Siewert,*) nach welchen eine Umwandlung 
von Hamatin in Hiimin doch mdglich sein soll, volles Interesse. 
In beiden wird die Wichtigkeit des Resultats betont, die in 
Betracht kommenden Verhiiltnisse sind jedoch nur kurz er- 
wiihnt; sie ausfiihrlicher darzulegen, war vielleicht doch gerade 
in dem Moment am Platze, wo mir die Zusammenfassung einer 
groben Anzahl von Beobachtungen, zu denen die genannten 
Arbeiten Veranlassung gaben, den Schluf berechtigt erscheinen 
labt, dafi auch das «Hiaimin» Siewerts oder besser unsere 
nach den Angaben von Siewert hergestellten Priiparate von 
«Hiimin» nicht als typisches Hiimin angesehen werden diirfen, | 
und die Umwandlung des Hiimatins in Hiaimin daher unter 
Bedingungen erfolgt, die noch nicht mit absoluter Sicherheit 
festgestellt sind, und dafi daher auch nicht gesagt werden 
kann, da’ sich Hiimatin ohne weiteres in Hiimin iiberfiihren 


lasse. 
In K6ln war ich zu einer anderen Beurteilung gelangt, 


') Diese Zeitschrift, Bd. XL, S. 413 (1904). 
*) Dissertation, Miinchen 1907. 
8) Archiv f. exp. Pathol. u. Pharmak., Bd. LVIII, S. 387 (1908). 
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damals glaubte ich im Siewertschen Himin lige wirklich ein 
typisches Hamin vor, das unter Einhaltung ganz bestimmter 
Bedingungen darzustellen wiire. Diese Auffassung fubte allein 
auf dem Ausfall der Chlorbestimmungen; der weiteren Beob- 
achtung, dafi unsere Priiparate nur undeutlich krystallisiert 
erschienen, glaubte ich keine ausschlaggebende Bedeutung zu- 
messen zu diirfen, weil auch das nach Mérners Methode, 
der ja die von Siewert nachgebildet ist, hergestellte Hiimin 
haufig, z. B. bei raschem Abkiihlen in scheinbar amorphen 
Flocken zur Abscheidung gelangt. In der Tat enthielten mehrere 
Praparate von Siewert-Himin die richtige Menge Chlor, 
wiihrend solche aus Himatin oder Dehydrohimatin immer nur 
1—2°/) Chlor aufwiesen; bei einem weiteren fand ich 6°/o 
und war geneigt, hier einen analytischen Fehler anzunehmen. 
Die Priparate waren, wie wir es auch beim «umgeschiedenen 
Hiimin» gew6hnt waren, mit 1°/oiger kalter Salzsiiure er- 
schépfend, hier also SO,-frei, ausgewaschen worden, um dann 
im Vakuum unter Schwefelsiiure und neben Atzkali getrocknet 
zu werden. Wahrend nun aber typisches Hiimin jetzt an kaltes 
Wasser kein Cl’ abgibt, zeigte sich beim Siewert-Hiimin, daB 
es praktisch iiberhaupt nicht chlorfrei zu waschen ist, weil 
immer von neuem Spuren von Salzséure in Lésung gehen. 
Natiirlich erwies sich alsdann der Chlorgehalt bedeutend ver- 
mindert, und es unterliegt keinem Zweifel, daf hier zum 
mindesten ein Teil des Chlors nicht chemisch gebunden ist, 
sondern dai es sich um adsorbierte Salzsiiure handelt, die 
allerdings recht fest anhaftet. Es lieBen sich dann auch unsere 
Priiparate von Siewert-Hamin nicht umscheiden, und bei der 
Einwirkung 10°/oiger Salzsiure bei 130° gaben sie mehr Eisen 
ab als typisches Himin, allerdings nicht so viel wie Himatin, 
so daB es den Anschein hat, als ob sie doch zum Teil aus 
typischem Hamin bestianden. 

Priparate von nach Eppinger hergestelltem «Hamin» 
verhielten sich dagegen ganz wie Himatin. Dessen Resultat 
wirde ich gar nicht erwihnt haben, wenn es nicht in ein Re- 
ferat des biochemischen Centralblatts!) aufgenommen worden 


1) Bioch. Zentralblatt, Bd. VI, Nr. 1669. 
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wire, auf das sich dann auch der Referent der Siewertschen 
Arbeit’) bezieht. Die Angaben in der Dissertation von Ep- 
pinger sind némlich so allgemein gehalten — sie lassen aber 
auch jede Zahl vermissen —, daf der Schlufsatz «die Ana- 
lyse ergab, daf in der Tat reines Haémin und zwar in nahezu 
quantitativer Ausbeute entstanden war» auf jeden, der mit 
Himin gearbeitet hat und weil, auf wie peinliche Innehaltung 
ganz bestimmter Bedingungen es oft ankommt, nicht nur durch 
seinen Aufbau einen tiberraschenden Eindruck macht. Um einer 
weiteren Priifung den Boden zu ebnen, gebe ich im experi- 
mentellen Teil die Bedingungen genau an, unter denen wir 
unsere abweichenden Resultate erhalten haben, auch fiir die 
Methode von Siewert. 

Denn eine ganz genaue Beschreibung lift auch die Ar- 
beit Siewerts vermissen, z. B. ist nur davon die Rede, dal 
die erhaltene alkoholische Losung des Farbstoffs «sehr kon- 
zentriert» ist, die Menge des Alkohols aber, die fiir ein ge- 
gebenes Quantum gerade ausreicht, wird nicht angegeben; 
ferner fehlt eine Angabe tiber die Menge der Salzsaure, die 
zur Fillung der alkoholischen Lésung notig ist, dagegen ist 
die hierbei einzuhaltende Temperatur mit 70—72° genau ver- 
zeichnet. Wie sehr diese Angabe notig ist, geht nun daraus 
hervor, bei Zusatz von Salzséure zur siedenden Lésung 
ein Produkt entsteht, das nur noch zum Teil in kaltem Am- 
moniak ldslich ist. Ich hatte diese Modifikation beschlossen, 
weil bei meinen Versuchen eine deutlich krystallinische Ab- 
scheidung von «Hiimin» nicht eintrat und zu hoffen stand, dab 
sich eine solche bei langsamer Abkihlung einstellen wiirde, 
und weil ja auch bei dem Verfahren von Morner, dem sich 
das vorliegende eng anschlieBt, die siedende Lésung mit Salz- 
siiure umgesetzt wird. Wihrend nun aber dem Morner- 
Hiimin immer nur geringe Mengen von Estern, denn um diese 
handelt es sich, beigemengt sind, wird der Anteil derselben 
erheblich griBer, sobald man vom Baryumsalz ausgeht. Schlief- 
lich bediirfen die Angaben Siewerts iiber die Herstellung des 


— 


' Bioch. Zentralblatt, Bd. VII, Nr. 1303. 
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letzteren eine Verschirfung, denn es gelingt nicht immer, dieses 
Salz chlorfrei zu waschen, vielmehr stellt sich sehr hiiufig kol- 
loide Lisung ein, sobald der UberschuB des zur Fiillung be- 
nutzten Elektrolyten beseitigt ist. DaB hierbei die Dauer des 
Verweilens des Farbstoffs in der alkalischen Lésung von Einflub 
ist, habe ich bereits erwéhnt.!) 


A. Versuche zur Darstellung von «Himin» nach den 
von Siewert angegebenen Methoden. 
(Unter Mitwirkung von J. Eppler, F. Lacour und R. Schafer.) 


a) Siewert?) gibt zwei Methoden zur Herstellung von 
Hiimin aus Himatin an; die erstere beruht darauf, da man 
das frisch gefiillte Hiimatin, dessen L6sung man einige Minuten 
vorher aus Himin und Natronlauge hergestellt hat, in kleinen 
Portionen in essigsaurer Lésung, die reichlich Kochsalz ent- 
hilt, einige Zeit kocht. Siewert gibt an, da er die Mischung 
8—10 Minuten lang im Sieden erhalten habe, worauf in einer 
entnommenen Probe unter dem Mikroskop nichts Amorphes 
nachgewiesen werden konnte. Mein Assistent Schafer mubte 
20 Minuten lang kochen, um Krystalle zu erhalten, die aber 
immer noch mit amorphen Massen vermengt waren. Die Aus- 
beute war sehr gut, die Analyse zweier Priaparate gab auf 
Himin recht gut stimmende Werte, reines typisches Hiamin 
liegt trotzdem nicht vor.*) 

I. 0,2000 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,0416 g AgCl u. 0,0257 g Fe,O, 
= 5,14°%o Cl und Fe. 

Il. 0,1980 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,0460 g AgCl u. 0,0251 g Fe,0, 
= 5,74°%o Cl und 88% Fe. 

b) Die zweite Methode von Siewert wird von ihm als 
sicherer und einfacher bezeichnet, auch sollen hier beliebige 
Portionen von Hiimin verarbeitet werden kénnen. Es diirfte 
aber geraten sein, auch hier héchstens 1 g Himin auf einmal 
in Arbeit zu nehmen, wenigstens haben uns die mit dieser 
Menge ausgefiihrten Versuche — ich verdanke sie meinem 


Teil III, S. 198. 
*) Arch. f. exp. Pathol. u. Pharmak., Bd. LVIII, S. 590. 
°) Vgl. S. 187, VII, 1. 
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verstorbenen Assistenten Dr. Schafer — noch die besten Re- 
sultate geliefert. I. Versuchsreihe. 1 und 2. Je 1 g Hamin 
wurde in 60 ecm 1°/oiger Natronlauge geldst, die Lésung fil- 
triert und das Filtrat sogleich mit Barytlésung im kleinen Uber- 
schul} versetzt, wobei ein voluminoéser Niederschlag erhalten 
wurde. Derselbe wurde auf 2 Barytfiltern von 11 cm Durch- 
messer gesammelt und mit Wasser bis zur neutralen Reaktion 
und bis zum Verschwinden der Chlorionen ausgewaschen, ') 
wozu etwa 3—4 Stunden gebraucht wurden. Nun wurde der 
Filterinhalt mit 50 cem 90°/oigen Alkohols in ein Becherglas 
gespritzt und 40 ccm mit Schwefelsdiure versetzter Alkohol 
(1 ecm H,SO,: 400 ccm Alkohol) zugefiigt, worauf sich der 
Farbstoff loste. Diese Lésung wurde durch die bereits beniitzten 
Filter vom Baryumsulfat getrennt, das noch mit je 10 ccm 
Alkohol ausgewaschen wurde. 

Das klare, dunkelweinrote Filtrat wurde jetzt auf dem 
Wasserbade auf 70—72° erhitzt und alsdann 10 ccm Salzsiiure 
(ein Gemisch aus gleichen Raumteilen 25°/oiger HCl] und Al- 
kohol) zugefiigt. Die Loésung nahm einen braunlichen Ton an 
und nach einigen Stunden hatte sich eine undeutlich krystal- 
linische Masse ausgeschieden, die am niichsten Tage auf einem 
gehiirteten Filter gesammelt und einmal mit 90°/oigem Al- 
kohol und dann mit mehr und mehr verdiinntem Alkohol, der 
stets etwas Salzsiiure enthielt, ausgewaschen, schlieBlich auf 
Filterpapier und im Vakuumexsikkator neben Kaliumhydroxyd 
getrocknet wurde. Ausbeute 0,72 resp. 0,86 g. 

Die Analysen ergaben Werte, die mit der Forme! fiir 
das Hiimin ziemlich gut tibereinstimmen: 

1. 0.1196 g Subst. (110°): 0,2760 g CO,, 0,0550 g H,O u. 0,0148 g Fe,0, 
— 62,94%o C, 511% H und 8,66%o Fe. 
0.1084 g Subst. (110°): 8,13 com N bei 12°, 751 mm B. = 8,7°%o N. 
01895 » (100°): 0.0475 g AgCl und 0,0244 g Fe,0, 
= 6,19°%/0 Cl und 9,1°/o Fe. 


‘) Dieses Auswaschen mufs hier ganz glatt méglich gewesen sein, 
wenigstens fand sich in den von Dr. Schafer nachgelassenen Aufzeich- 
nungen keine diesbeziigliche Bemerkung. 
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II. 0.1478 g Subst. (100°): 0,0300 g und 0,0199 g Fe,0O, 
= 5,02",0 Cl und 9,4°/o Fe. 
0,0897 g Subst. (100°): 6,61 ccm N bei 14°, 748 mm = 845% N. 

3. Bei einem Kontrollversuch bekam ich einen weniger 
giinstigen Eindruck von der Methode, da sich das Auswaschen 
des durch Baryt erhaltenen Niederschlags sehr lange hinzog. 
Es wurden schlieBlich aus 1 g 0,7 g «Haimin» wiedererhalten; 
dasselbe erwies sich aber amorph und stellte nach dem Trocknen 
eine spréde, harte Masse mit muschligem Bruch vor, erwies 
sich also dem Hiimatin iihnlich. Der bei der Analyse ermittelte 
hohe Gehalt an Kohlenstoff erklart sich daraus, daS die alkoho- 
lische Lésung zum Sieden gebracht worden war, als der Zusatz 
von Salzsaéure erfolgte, wodurch teilweise Veresterung eintritt. 

0.1454 g Substanz (120°): 03406 g CO, und 0,0732 g H,O 

= 63,88°/o C und 5,03°/o H. 

0,2051 g Substanz (100°): 0,0416 g AgCl und 0,0266 g Fe,0, 

= 5,02°/o Cl und 9,03°/o Fe. 

4. Ein zweiter Versuch zeigte klar, dai die Dauer des 
Verweilens des Hiimatins in der alkalischen Losung von Einflu8 
war; die Lésung von 1 g Haémin in 60 ccm 1 °/oiger Natron- 
lauge blieb 3 Tage lang stehen, dann wurde filtriert und das 
Filtrat mit Barytlésung versetzt. Ein Niederschlag trat nun 
erst ein, als ein grofer UberschuB des Fallungsmittels zugefiigt 
worden war, und beim Auswaschen desselben liste er sich zum 
grofen Teile wieder auf. Hier lag eine kolloide Lésung vor, 
was daraus hervorging, dafi auf Zusatz eines Elektrolyten 
(Calciumacetat) wieder Fallung eintrat. Was von dem urspriing- 
lichen Niederschlag auf dem Filter geblieben war, wurde auf 
-Haimin» verarbeitet; es wurden noch 0,25 g davon gewonnen, 
amorph, nach dem Trocknen im Vakuum wie Hamatin erscheinend. 

0.1845 g Substanz (100°): 0,0366 g AgCl und 0,0220 g Fe,0, 
= 3,9°%o Cl und 8,35°%o Fe. 

II. Bei einer zweiten Versuchsreihe wurden je 4 g Haimin 
verarbeitet, zur Fallung der alkalischen Losung des Hamins 
wurde hier Chlorbaryum verwendet, wobei immer wieder die 
soeben beschriebene Beobachtung gemacht wurde: sobald 
zwischen dem Lésen des Hamins und der Fallung langere Zeit 
verstrichen ist — wobei schon die Zeit, welche das Filtrieren 
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der alkalischen Farbstofflésung erfordert, in Betracht kommen 
kann —, reicht die berechnete Menge des Fallungsmittels nicht 
aus, es muf ein groBer Uberschu8 verwendet werden, und beim 
Auswaschen entstehen kolloide Lésungen, sobald der Elektrolyt 
entfernt ist. Es wurde daher in dem Fall, dai das Hématin 
lange in alkalischer L6sung verweilt hatte — und solche Ver- 
suche wurden absichtlich angestellt, um den Einflu8 der Alkali- 
wirkung auf die Hiiminbildung zu erkennen —, das Hamatin- 
baryum mit einem Acetat chlorfrei gewaschen, und zwar mit 
Baryumacetat, nachdem sich gezeigt hatte, dai das Baryum 
beim Behandeln mit einem Kalksalz durch Calcium verdriingt 
wurde.') 

Ein Einflu8 des Alkalis auf die Zusammensetzung des er- 
haltenen Himins schien zuniichst nicht nachweislich, bis sich 
dann zeigte, dafB der Chlorgehalt dieser Praéparate sich durch 
langes Auswaschen mit kaltem Wasser ganz erheblich herab- 
driicken la6t. Deutliche Krystallisation wurde niemals erhalten, 
die Priiparate erschienen nach dem Trocknen bald dem Morner- 
Hiimin iihnlich, bald hatten sie ganz das Aufere des Hiimatins. 
Es geht aus unsern Versuchen nicht hervor, daB die Konzen- 
tration der Natronlauge oder die Dauer ihrer Einwirkung hierauf 
einen Einflu8 gehabt hat. Sicher erwiesen wurde aber, dal 
die Temperatur, bei welcher die Ausfallung des Himins durch 
Salzsiure bewirkt wurde, von grofer Bedeutung ist. Alle 
Priiparate, die bei 50°?) oder nach Siewert bei 72° hergestellt 
wurden, erwiesen sich in verdiinntem Ammoniak léslich, sobald 
aber die alkoholische Lisung zum Sieden gebracht worden war, 
fiel auf Zusatz von Salzséiure ein «Hémin» heraus, das sich 
nur noch zum Teil in kalten Alkalien ldéste. 

Eine Umscheidung von Priparaten, die wir nach Siewerts 
Methode hergestellt haben, ist mir nicht gelungen; endlich 
wurde festgestellt, daB diejenigen von ihnen, die aus lange mit 
Natronlauge in Beriihrung gebliebenem Farbstoff erhalten worden 
waren, sich bei der Behandlung mit 10 °/oiger Salzséure wie 


') Vgl. S. 199 im 3. Teil. : 
?) Marchlewski, Bull. de l’Acad. des sciences de Cracovie, 1904, 


S. 797. 
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Hiimatin verhielten, d. h. ca. 80°/o des Eisens_ verloren, 
wahrend ein anderes Priparat, bei dem die alkalische Losung 
sofort nach der Herstellung durch Chlorbaryum gefallt worden 
war, nur 50° /» des Eisens abgab, also eine Mittelstellung 


einnahm. ') 

Ich lasse die Aufzeichnung der Versuche tabellarisch folgen?) 
und bemerke, daB der Schlamm des aus 4 g Hiimin hergestellten 
Baryumsalzes gewohnlich mit 400 cem Alkohol, dem 1 ccm 
konzentrierte Schwefelsiure zugesetzt war, in eine Flasche 
gespritzt und dann ca. 30 Minuten geschiittelt wurde. Nach 
dem Filtrieren wurde mit 50 ccm Alkohol nachgespiilt. 

Analytische Belege zur Versuchsreihe II. 
Nr. 1u.2. 0.1632 g Substanz (110°): 0.3731 g CO,, 0,0776 H,O und 
0,0199 g Fe,O, = 62,35°%0 C, 5,32°%o H und 8,5°%o Fe. 
0,1585 g Substanz (120°): 0,0333 g AgCl und 0,0211 ¢ Fe,0, 
= 5,2°%o Cl und 9,3°/o Fe (Carius). 
0,2863 g Subst. (120°): 0,0504 g AgJ = 2,179/o C,H, (Zeisel). 
Nach langem Auswaschen mit kaltem Wasser: 
0,1843 g Substanz: (Vak. u. 100°) 0,0369 g AgCl und 0,0259 g Fe,O, 
) = 4,95°/o Cl und 9,84°%o Fe. 

0.9826 g Substanz (100°) mit 10 cem HCl (10°/oig) 3 Stunden auf 
130° erhitzt, wobei keine Spur von Hamatoporphyrinbildung zu 
bemerken war, hatten abgegeben: 0,0616 g Fe,0, = 0,04312 g Fe 
oder bei Annahme von 8,5°%o Fe: 51,6°%o der vorhandenen 
Menge (0,0835 g). 

Nr. 3u. 4. a) 0,1356 g Substanz (110°): 0.3076 g CO, und 0,0626 g 
== 61,87°/o C und 5,16°%/o H. 
0,2345 g Subst. (110°): 0,0474 g AgCl und 0,0294 g Fe,0, 
= 5,0°/o Cl und 8,7°%/o Fe. 
0.3525 g Subst. (110°): 0,0933 g AgJ == 3,26%o C,H,. 

8) Nach 14tiigigem Auswaschen mit kaltem Wasser: 

0.1567 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,3578 g CO, und 0,0776 g H,O 
= 62,56°/o C und 5,54°/o H. 
0,1787 g Subst. (Vak. u. 100°): 0,0287 g AgCl und 0,0234 g Fe,Q, 
= 3,97°,0 Cl und 9,16°)o Fe. 

+) Das Priiparat list sich nur zum Teil in kaltem ver- 
diinnten (1°/oigem) Ammoniak, die Abtrennung des Ungelosten 


bereitete Schwierigkeiten, weil selbst starkes Filtrierpapier 


') Vgl. Tabelle, S. 187, Nr. VII, Versuch 2 und 3. 
2) Seite 221. 
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(Nr, 311 von Dreverhoff) diese Substanz nicht vollig zuriick- 
hielt und im Filtrat sich dann nach liingerem Stehen wieder 
im Absatz zeigte. Der Filterriickstand wurde mit 1°/oigem 
Ammoniak vollig ausgewaschen, dann im Vakuum getrocknet. 
0,1996 g Substanz (100°): 0.4651 g CO, und 0,1006 g H,O 
= 63,55°o und 5,64/o H. 
0,2500 g Substanz (100°): 0,0059 g AgCl und 0,0341 g Fe,0, 
— 0.58% Cl und 9,54%o Fe. 
0,2127 g Substanz (100°): 0,0054 g AgCl und 0.0297 g Fe,0, 
= 0,63°/o Cl und 9,77°%,o Fe. 
0,3507 g Substanz (100°): 0,1361 g AgJ = 4,8°/o C,H, (Zeisel). 


Wie zu erwarten, zeigt also der in verdiinntem Ammoniak 
nicht lésliche Teil des Priiparats, in welchem ein Ester vor- 
liegen muf, gegeniiber dem Gesamtpriiparat einen erhdhten 
Gehalt an Kohlenstoff, Wasserstoff und Athyl. 

Es verhiilt sich bei der Behandlung mit 10°/oiger Salz- 
siiure im Rohr bei 130° ganz wie Hamatin, d. h. es wird der 
grohte Teil des Eisens dabei abgespalten. 

0,9600 wurden mit 10 cem 10°/oiger HCl 3 Stunden auf 
130° erhitzt, wonach sich in den Filtraten und Waschwiissern 
fanden: 0,0837 g Eisen als Ferrosalz, 0,0857 g Fe, als Fe,O, 
gravimetrisch nach der Oxydation bestimmt. Legen wir den 
durch die Analyse ermittelten Gehalt von 9,6 °/o Eisen zugrunde, 
der wohl etwas zu hoch ausgefallen ist, so enthielten die 
0,96 g: 0,09216 g Eisen, wonach 93°/o des vorhandenen Eisens 
abgespalten sind. 

Die unter II 1—2 resp. 3—4 beschriebenen Priiparate 
liefen sich nach der Methode von Schalfejeff nicht umscheiden ; 
die diesbeziiglichen Versuche wurden mit je 1 g ausgefiihrt, 
beim Schiitteln mit je 1g Chinin und 25 cem Chloroform trat 
restlose Lésung ein, nach dem Eintragen in 150g mit Koch- 
salz gesattigten Eisessig von 105° wurden aber weder beim 
Erkalten noch nach Verjagen des Chloroforms Abscheidungen 
erhalten. Dagegen wurde nach Abdestillation des groften Teils 
der Essigsiiure und Eintragen des Restes in 1° ,ige Salzsiiure 
wieder eine reichliche Fiillung gewonnen, in der wiederum 
(vgl. Seite 170) das Chlor recht festgebunden war. 
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Mit kaltem Wasser chlorfrei gewaschen enthielt die Sub- 


stanz 2,44°/o Cl (0,2176 g (100°): 0,0215 g AgCl); mit heiBem 
Wasser wurde nur wenig Cl’ herausgenommen, nach dieser 
Behandlung wurden noch 2,415°/o Cl gefunden (0,2406 g (100°): 
0,0235 AgCl und 0,0303 Fe,O, = 2,415 °/o Cl und 8,81 °/o Fe). 


Nach dem Loésen in Ammoniak und Fallen mit verdiinnter 


Salpetersiiure enthielt die Substanz endlich immer noch 1,84°/o 
Chlor (0,2400 (100°): 0,0179 AgCl und 0,0277 Fe,O, und 


1,84° 


Nr. 5. 


Nr. 6. 


Nr. 7. 


“J 


Nr. 8. 


Nr. 9. 


lo Cl und 8,08°/o Fe). 
0.1987 g Substanz (110°): 0,4583 g CO, und 0,1013 g H,O. 
= 62,9°/0 C und 5,7°%o H. 
0.2100 g Substanz (i. Vak. neben KOH, 110°): 0,0451 g AgCl und 
0,0254 g Fe,O, = 5,3°o Cl und 8,46%o Fe. 

Nach 8tagigem Auswaschen mit kaltem Wasser: 

0.2211 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,0173 g AgCl = 1,93°/o Cl. 

0,1603 g Subst. (110°): 0,3622 g CO,, 0,0794 g H,O, 0,0207 g Fe,0, 

= 61,62°%o C, 5,4°%0 H, 9,03°o Fe. 

0,1878 g Substanz (110°): 0,4256 g CO, und 0,0891 g H,O 

= 61,8°/o C und 5,31°/o H. 

0.3760 g Substanz (Vak. u. 110°): 0,0713 g AgC] = 4,7°/o Chlor. 

Nach langem Auswaschen mit kaltem Wasser: 

0,3656 g Substanz (Vak. u. 110°): 0,0450 g AgC] = 3,04°/o Cl. 

0,3349 g Substanz (Vak. u. 110°): 0,0756 g AgCl = 5,58°o Cl. 

Nach erschépfendem Auswaschen mit kaltem Wasser: 

0,3652 g Substanz (Vak. u. 110°): 0,0770 g AgCl = 5,2°o Cl und 

0,0436 g Fe,0, = 8,35°/o Fe. 

0,1730 g Substanz (110°): 0,3924 g CO, = 61,86°%o C. 

0,1342 » > (110°): 0,3024 g CO,, 0,0639 g H,O und 

0,0168 g Fe,O, = 61,45°%o C, 5,33°/o H und 8,75%o Fe. 
0,1097 g Subst. (110°): 8,32 ccm N bei 20°, 746 mm B. = 8,64%o N. 
0.2142 > » (12 Tage ausgewaschen): 0,0210 g AgCl und 
0,0268 g Fe,O, = 2,47°/o Cl und 8,75%o Fe. 

0.8655 g Subst. wurden mit 12 ccm 10°/oiger HCl 3 Stunden auf 130° 
erhitzt, hierbei wurden abgespalten : 0,1054 g Fe,O, (gravim. nach 
Oxydation durch HNO, bestimmt) = 0,0738 g Fe. Da 0,8655 
< 0,0875 == 0,0757 g Fe vorhanden waren, sind 97,5°/o des 
Eisens abgespalten worden. 

0,1905 g Subst.: 0,4349 g CO, u. 0,0900 g H,O = 62,26 °/o C u. 5,3°/o H. 

0,268 » » :; 20,83 ccm N bei 22°, 740 mm B. = 8,48%o N. 

0.1740 > » : 0,0284 g AgCl und 0,0228 g Fe,0, 

= 5,08°%o Cl » 9,17°%o Fe. 
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Nr. 10. 0,1976 g Substanz (i. Vak. u. 110°): 0.4456 g CO, u. 0,0945 g H,O 
= 61,5°%o und 5,35°%> H. 
0,1479 g Subst.: 12,1 ccm N bei 21°, 743,5 mm B. = 8,83°%o N. 
0,2248 >» » (sehr lange ausgewaschen): 0,0211 g AgCl 
und 0,0277 g Fe,O, = 2,32°/o Cl und 8,62°/o Fe. 

Es seien anhangsweise noch zwei Versuche beschrieben, 
von denen der eine die Darstellung von «Hamin» aus dem Kalk- 
salz, der andere die Gewinnung von Brom-Hiimin bezweckte. 

1. Ein aus 4 g M.-Haimin gewonnenes Kalksalz sollte 
durch oxalsdurehaltigen Alkohol (300 cem 1,2 g entwisserte 
Oxalsdure) zersetzt werden, was aber selbst beim schwachen 
Erwarmen nur zum kleinen Teil gelang, erst auf Zusatz eines 
Tropfens konzentrierter Schwefelsiéure trat der Farbstoff in 
die alkoholische Lésung tiber, doch war eine 2. und 3. Be- 
handlung notig, um wenigstens den gréBten Teil desselben zu 
extrahieren. Die alkoholischen Filtrate wurden hier siedend 
durch 25°/oige Salzsiure gefallt, erhalten wurden im ganzen 
2,0 g eines nicht krystallinischen und nur in Spuren in Ammoniak 
léslichen «Hamins». Das Praparat wird kalt SO,”- und Cl’-frei 
gewaschen, ersteres ist sehr bald erreicht, dagegen bedarf es 
lang fortgesetzter Behandlung, ehe das Cl’ entfernt ist. 


0.2070 g Substanz (i. Vak. u. 110°): 0,4805 g CO,, 0,1017 g H,O und 
0,0256 g Fe,O, (umgefallt) = 63,3°/o C, 5,5°/o H, 8,65°o Fe. 

0,1517 g Substanz (i. Vak. u. 110°): 11,3 com N bei 18,5° und 746 mm B. 
= 8,35°%o0 N. 

0,1865 g Substanz (i. Vak. u. 110°): 0,0205 g AgCl und 0,0237 g Fe,0, 
= 2,78°/o Cl und 8,71°o Fe. 


Uber das Bromhimin. 


Die Methode von Siewert schien anfanglich fiir die Her- 
stellung eines Brom an Stelle von Chlor haltenden Himins, 
besonders in gréBeren Mengen, sehr geeignet, da die von mir?) 
angegebene Methode, wobei vom umkrystallisierten Oxyhimo- 
globin ausgegangen wird, nicht tiberall ausfiihrbar ist und 
auch die von Zaleski und Merunowicz?) benutzte Um- 


') Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XXVII, S. 572. (1894.) 
2) Bull. de l’Acad. des sciences de Cracovie, 1907, S. 641. March- 
lewski und Hetper (ebenda 1903, S. 797) haben ebenfalls versucht, 
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scheidung von Acethimin mit Hilfe Bromkalium haltenden 
Eisessigs einen erheblich gréSeren Aufwand an Material er- 
fordert. Es wurde wie folgt verfahren: das aus 4g Hamin 
hergestellte Baryumsalz wurde Cl’-frei gewaschen, der noch 
feuchte Schlamm mit Hilfe eines Trichters mit weitem Ablauf- 
rohr in eine Flasche gebracht und mit 400 ccm Alkohol (90 


ein Bromhamin herzustellen; es ist ihnen aber nicht gelungen, dasselbe 
in reinem Zustande zu erhalten. Es beriihrt daher seltsam, wenn March- 
lewski in seiner Monographie tiber das Chlorophyll und den Blutfarb- 
stoff (Braunschweig, bei Vieweg, S. 142) sagt, dah es ihm ohne Schwierig- 
keit gelungen sei, krystallisierte Bromhaémine darzustellen. Ich méchte 
bei dieser Gelegenheit einige Angaben in dieser Broschiire berichtigen; 
in meiner ersten Mitteilung iiber das Bromhaémin (s. 0.) habe ich aller- 
dings aus den Analysen auf die Formel (,,H,,BrN,0,Fe -+- C,H;OH ge- 
schlossen, in der von Marchlewski zitierten Arbeit (diese Zeitschr., 
Bd. XL, S. 400 (1904)) sind sie auf C,,H,,0,N,FeBr bezogen, auf Seite 394 
findet sich dazu die Bemerkung,.daf danach nur eines der drei Praparate 
sich als rein erwiesen hat. Das umgeschiedene Bromhamin stellte sich 
nach Eigenschaften und Analysen als ein Monoithylester dar, ihm kommt 
die Formel (,,H,,0,N,FeBr zu. Die Angaben von Marchlewski, daf 
mein Bromhimin vor dem Umkrystallisieren die Zusammensetzung 
C,,H,,BrN,FeO, . C,H,0H, nach dem Umkrystallisieren die Formel 
C,,H,,0,N,FeBr besa, sind also unrichtig. 

Wenn Marchlewski ferner beim Artikel «Dehydrochloridhamin» 
schreibt: «mit diesem Namen belegt Kiister die Verbindung, welche von 
Schalfejeff, Nenckiund Zaleski haufig durch Einwirkung von schwachen 
Basen auf Himin erhalten wurde», so erweckt er damit die Vorstellung, 
die genannten Forscher hatten den Kérper bereits in Handen gehabt oder 
sie hitten wenigstens die Existenz desselben vorausgesetzt, wovon mir 
indessen nichts bekannt ist. Vielmehr rihrt die erste Vorstellung tiber 
das Wesen der Umscheidung des Hiimins nach Schalfejeff von mir 
her, indem ich das Dehydrochloridhémin als Zwischenprodukt dabei an- 
nahm. Die Umsetzung des Himins mit schwachen Basen beruht aber 
wahrscheinlich einfach auf einer Salzbildung (vgl. R.Willstatter, Liebigs 
Ann. d. Chem., Bd. CCCLXXI, S. 50), obwohl die Abspaltung von Chlor 
nie ganz vermieden werden kann. 

Die Wiedergabe der Tatsachen an die Leser erscheint mir also 
durch Marchlewski entstellt. Ich fihre dies an, weil letzterer unlangst 
behauptet hat (Bioch. Z. Bd. XX, S. 464), <ich wiire zu kritisieren be- 
ziiglich der Art, meine Arbeiten dem Leser vorzulegen». Niaheres ist 
nicht angegeben, ich vermute, daf auf eine Veréffentlichung von mir in 
den Ber. d. d. bot. Ges. 1904, Seite 339 gezielt ist, die von March- 
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Gew.-Prozent), der 1 ccm konzentrierte Schwefelsiiure enthielt, 
der noch am Filter und im Trichter hingende Rest des Salzes 
nachgespritzt, dann wurde eine Viertelstunde geschiittelt, filtriert, 
mit 150 ccm Alkohol gewaschen, das Gesamtfiltrat zum Sieden 
erhitzt und 6 ccm Bromwasserstoffsiiure (spez. Gew. 1,78) ein- 
getragen. Das am niichsten Tage abfiltrierte und dann SO,”- 
und Br’-freit) gewaschene Priparat erwies sich als amorph, 
stellte nach dem Trocknen ein leicht zerreibliches Pulver im 
Gewicht von 3,7 g*) vor und léste sich in verdiinntem kalten 
Ammoniak v6llig, trotzdem es aus siedender Lisung gefiillt 
worden war. Die Analyse ergab noch einen zu geringen Brom- 
gehalt (8,04°/o statt 11,5) und da nach meinen Erfahrungen 
ein typisches Haimin nach Siewerts Methode vorerst nicht zu 
erhalten ist, wurden weitere Versuche einstweilen aufgegeben. 
0,2859 g Substanz (Vak. u. 110°): 0,0540 g AgBr und 0,0357 g Fe,0, 
= 8,04°/o Br und 8,74°/o Fe. 


B. Versuche zur Darstellung von «Haimin» nach der 
von Eppinger angegebenen Methode. 


Wir gingen von einem Praéparat umgeschiedenen Hiimins 
aus, das bei der Analyse die folgenden Werte ergeben hatte: 


lewski denn auch bereits angegriffen worden ist (ebenda 1906, 
5. 146). 

Es beruht aber auf einem Mifverstindnis, wenn Marchlewski 
glaubt, ich hatte seine Verdienste um die Erkenntnis der Beziehungen 
zwischen Blatt- und Blutfarbstoff schmiélern wollen. Ich habe lediglich 
den Fehler begangen, ein Wort nicht gesperrt drucken zu lassen und 
zwar das Wort «Konstitution», denn nach wie vor halte ich aufrecht, 
dafs der erste Einblick in die chemische Konstitution der fraglichen 
Molekeln erst durch die Ermittelung der Struktur der Hamatinséuren 
méglich geworden ist. Daf Beziehungen zwischen Chlorophyll und Himo- 
globin bestehen, konnte Marchlewski aus der frappanten Ahnlichkeit 
der komplizierten Spektra des Phylloporphyrins einerseits, des Hama- 
toporphyrins anderseits folgern, tiber den Bau auch nur eines Teils der 
Molekeln dieser Kérper sagte ihm seine Methode nichts. 

‘) Wozu 8 Tage erforderlich waren. 

*) Aus dem Filtrat schied sich noch Farbstoff aus, nachdem der 
Alkohol zum Teil abdestilliert worden war; derselbe war in verdiinnten 
Alkalien unldslich. 
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0,115 g Substanz geben 0,2632 g CO,, 0,0530 g H,O und 0,0143 g Fe,0, 
0153 » > > 11,5 ccm N bei 15°, 746 mm. 
01500 » g >» 0,035 g AgCl und 0,019 g Fe,Og. 

Es erwies sich also als reines Himin C,,H,.0,N,FeCl: 

Berechnet: 62,62%o C, 4,91°/o H, 8,59%o N, 5,43°/o Cl, 8,59%Jo Fe 
Gefunden: 62,4 C, 5,1 8.6 %0 N, 5,7 Cl, 8,6 %o Fe 
(8,7°/o aus der Asche). 

Versuch Nr. 1. 5g dieses Himins wurden in 500g eis- 
kalter Natronlauge, welche 3,75 g NaOH enthielt,1) geldst, die 
Lésung durch ein Kreppfilter rasch in einen hohen Zylinder 
filtriert und das Héamatin durch Zusatz von 23,5 g 20°/oiger 
Schwefelsiéiure abgeschieden, worauf zum Liter aufgefiillt wurde. 
Nach 12 Stunden hatte sich der Niederschlag abgesetzt, so 
dafi dekantiert werden konnte, was alsdann noch zweimal 
wiederholt wurde. Nun wurde das Himatin ein zweites Mal 
in Natronlauge gelést, wobei nur die Hialfte der oben ange- 
gebenen Menge NaOH benutzt wurde, wieder durch die ent- 
sprechende Menge Schwefelséure gefallt und die Reinigung 
des Niederschlags zunichst durch Dekantieren eingeleitet. 
SchlieBlich wurde er auf ein gehartetes Filter gebracht, bis 
zur volligen Entfernung der SO,” durch Auslaugen mit eis- 
kaltem Wasser war ein dtiigiges Auswaschen erforderlich. 
Jetzt wurde der Schlamm 2 Stunden auf FlieSpapier gelegt, 
alsdann in ein Becherglas iibergefiihrt, das eine Auflésung 
von dg Chinin in 200cem Chloroform enthielt, durch Um- 
riihren fiir méglichst vollstindige Auflésung gesorgt und die 
Masse schlieBlich in einen Scheidetrichter gebracht, wozu ein 
Nachspiilen mit etwas Chloroform erforderlich war. Nach 
3stiindigem Stehen hatten sich die Schichten getrennt, so dab 
die Chloroformlésung abgelassen werden konnte. Sie wurde 
mit Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Filtrat in 750 ccm 
mit Chlornatrium gesiittigten Eisessigs, der inzwischen auf 
110° erwiarmt worden war, eingetragen, nachdem noch 2,5 ccm 
25°/oige Salzsiiure hinzugegeben worden waren. 

Am niichsten Tage war eine reichliche Abscheidung ein- 
getreten, die aber nicht krystallisiert erschien, sie wurde, als 


‘) Also einen Uberschuf, es ware nur 1g erforderlich gewesen. 
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sich ihre Menge auch beim freiwilligen Verdampfen weiteren 
Chloroforms innerhalb 24 Stunden nicht vermehrte, filtriert, 
abgesaugt und mit 1°/oiger Salzsiure von der Mutterlauge 
befreit. Das Gewicht des erhaltenen Schlammes betrug nach 
1 tigigem Lagern auf Fliefpapier 11,5 g. Da 1,5g desselben 
nach dem Trocknen iiber Schwefelsiiure 0,4 g Riickstand gaben, 
waren also in dieser ersten Ausscheidung 3g von den 5g 
Hiimin enthalten. 

Die noch vorhandenen 10g des Schlammes wurden nun 
von neuem mit Hilfe von 3g Chinin und 100 ecem Chloroform 
gelést, die im Scheidetrichter nach 5stiindigem Absitzen ge- 
trennte Lésung wie angegeben getrocknet und in 450 cem mit 
Kochsalz gesittigten Eisessigs von 110° eingetragen, nachdem 
diesem auch hier 2,5 cem 25°/oige Salzsiure zugegeben 
worden waren. 

Am niachsten Tage war eine undeutlich krystallinische 
Abscheidung eingetreten, die Formen glichen nicht Hiimin- 
krystallen, das Gewicht betrug nach dem Reinigen und Trocknen 
— erst auf FlieSpapier, dann im Vakuum — 1,9 g. 

Auch hier gab die erste Mutterlauge nach volligem Ver- 
dampfen des Chloroforms keine weitere Abscheidung. Dagegen 
konnten aus beiden Mutterlaugen, die also von der ersten 
und von der zweiten Umscheidung stammten, nach Abdestilla- 
tion des Essigs unter vermindertem Druck bis auf 100 ecm 
und EingieBen des Riickstandes in ca. 11/21 1°/oige Salzsiure 
noch Farbstoffreste erhalten werden, deren Gewicht 1,1 resp. 
0,8 betrug. 

Es waren also von den 5 g Haémin wiedererhalten worden 
4,2 g, und zwar 1,9 g zweimal umgeschiedenes und 0,4 g ein- 
mal umgeschiedenes Produkt, daneben 1,9 g aus den Mutter- 
laugen gewonnene Resie. 

Bei der Analyse erhielten wir die folgenden Resultate: 


a) Zweimal umgeschiedenes Produkt 
0,1528 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,3463 g CO, und 0,0745 g H,O 
= 61,81°/o C und 5,41%o H. 
0,1654 g Substanz (110°): 13,8 ccm N 21,5° und 742 mm B = 9,24°0 N. 
06,1535 g Substanz (Vak. u. 110°): 0,354 g CO, und 0,774 g H,O und 
0,0195 g Asche = 62,89%o C, 5,6°%o H und 8,9%o Fe. 
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0.1771 g Substanz (Vak. u. 110°): 0,0235 g AgCl und 0,0219 g Fe,0, 
= 3,28°o Cl und 8,65°/o Fe. 

b) Einmal umgeschiedenes Produkt 

0.1959 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,0238 g AgCl und 0,0245 g Fe,O, 
= 3,0°o Cl und 8,75°%o Fe. 

Versuch 2. Ganz idhnliche Erfahrungen machte mein 
Assistent Lacour, der unter den soeben beschriebenen Be- 
dingungen 10 g Hamin verarbeitete und ein zweimal umge- 
schiedenes Priiparat von «Eppinger-Héamin» in geringer Menge 
erhielt, das ebenfalls nur ganz undeutlich krystallisiert erschien 
und auch nach der Analyse kein reines Himin vorstellte. 

0.2127 g¢ Substanz (Vak. u. 120°): 0,0365 g AgCl und 0,0265 g Fe,O, 
= 4,24 ¢ Cl und 8,7°%o Fe. 

Unter den angegebenen Bedingungen und bei Verwendung 
der angegebenen Mengen ist es also nicht méglich gewesen, 
Hiimin aus Haématin zuriickzuerhalten, geschweige denn in quan- 
titativer Ausbeute. In den Mutterlaugen bleiben vielmehr immer, 
wie es von Nencki und Zaleski angegeben worden ist, wie es 
Zeynek!) neuerdings wieder bestitigt hat, nicht unbedeutende 
Mengen von Farbstoff gelést. Bei der Umscheidung von Hamin 
erhiilt man nun hiufig noch eine zweite Krystallisation, wenn 
aus den Mutterlaugen der ersten, die sich im Verlauf von 
12—24% Stunden abgesetzt hat, das Chloroform langsam ver- 
dampft. Ich erwiihnte bereits, dafi bei dem ersten Versuche 
eine solehe nicht beobachtet werden konnte, daf man aber 
nach Abdestillation der Essigséure die noch geldsten Teile 
durch EingieBen in 1 °%/oige Salzséiure zur Abscheidung bringen 
konnte, und will noch die Analyse eines solchen Priparates 
anfiigen, das mit kaltem Wasser chlorfrei gewaschen worden war. 
0.1704 g Substanz (120°): 0,3738 g CO,, 0,0875 g H,O und 0,0202 g Fe,0, 

== 59,83°/o C, 5,7°/o H und 8,29°o Fe. 

0.2040 g Substanz (Vak.): 0,0415 g AgCl und 0,0224 g Fe,0, 

= 5,03°/o Cl und 7,69°o Fe. 

Wir finden hier also mehr Chlor, als in der ersten Ab- 
scheidung, und dieses Chlor erwies sich auch hier fest gebunden, 
der Gehalt des Produkts an Eisen ist dagegen vermindert, also 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 475 (1906). 
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dasselbe Verhiltnis, wie in den auf Seite 170 beschriebenen 
analog hergestellten Priaparaten. 

Versuch 3. Da bei den Versuchen 1 und 2 mit verhiltnis- 
mibig groben Hiiminmengen operiert worden war, wodurch sich 
ein langeres Verweilen des Farbstoffs in alkalischer Lésung 
ergab, was die Riickverwandlung des Héimatins in Himin még- 
licherweise erschwert hatte, wurden in einer neuen Versuchs- 
reihe nur 2 g Acethamin in der beschriebenen Weise behandelt. 
Auch wurde hier zum Auflésen des Hiamatinschlammes eine 
grohere Menge von Chloroform, etwa 150 ccm, verwendet, was 
eine schnellere Abscheidung des Wassers zur Folge hatte. 

Das Gewicht der Abscheidung aus 2 Versuchen betrug 
hier 1,7 g, nach dem Verdampfen des Chloroforms hatte sich 
noch 1 g abgesetzt, nach Abdestillation des Eisessigs fielen 
beim Eintragen in 1 °/oige Salzsiiure noch 1,2 g aus, so dah 
fast der gesamte Farbstoff wiedergewonnen wurde. 

Das zuerst erhaltene Praparat (2,7 g) erschien nicht deut- 
lich krystallisiert, gab aber, ohne noch einmal umgeschieden 
zu werden, bei der Analyse Werte, die mit den fiir Hamin 
berechneten nahezu tibereinstimmen. 

0,1863 g Substanz (105°): 0,4197 g CO, und 0,0813 g H,0 

= 62,05°/o C und 4,85°/o H. 
0.1379 g Substanz (Vak.): 10,13 com N bei 13,4° und 746,5 mm B 
= 8,4°o N. 
0,2075 g Substanz (100°): 0,047 g AgCl und 0,0258 g Fe,O, 
= 5,6°%o Cl und 8,7°o Fe. 
0.2073 g Substanz (Vak. u. 105°): 0,0433 g AgC] = 5,17°/o C1. 

Versuch 4. Endlich wurde noch ein weiterer Versuch 
unter Verwendung von Ammoniak anstelle der Natronlauge 
gemacht, da es nicht unmdglich war, daf die schwiichere Basis 
einen geringeren Einflu{ auf das Hamatin ausiiben werde. Hier 
wurden 2 g Hamin in 200 ccm Wasser und 3 ccm 20 °/oigen 
Ammoniaks geldst, das Filtrat durch 100 ccm 2 °/oige Schwefel- 
siure gefallt und im tibrigen, wie beim ersten Versuch be- 
schrieben worden ist, verfahren. Der nach der zweiten Fallung 
erhaltene Hamatinschlamm mufte 3 Tage lang ausgewaschen 
werden, bis das Waschwasser SO,”-frei war, der Schlamm 
wurde tiber Nacht auf Filtrierpapier liegen gelassen und dann 
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mit Hilfe von 2 g Chinin und im ganzen 200 cem Chloroform 
in LOsung gebracht. Diese Losung wurde dann getrocknet und 
in 300 cem mit Kochsalz gesattigten Eisessig von 105° ein- 
getragen. Nach 24 Stunden hatten sich dann sehr kleine, zu 
kugelformigen Gebilden zusammengetretene Krystalle im Gewicht 
von 1 g abgeschieden, nach dem Verdampfen des Chloroforms 
wurden noch 0,1 g, aus der essigsauren Liésung nach dem an- 
gegebenen Verfahren noch 0,4 g wiedergewonnen. 

In den zuerst ausgeschiedenen Krystallen konnte, schon 
nach der Form zu urteilen, typisches Hamin nicht vorliegen, 


die Analyse ergab einen merkwiirdig hohen Gehalt an Chlor: 
0.1953 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,0517 g AgCl = 6,54°%o Cl (Carius). 
0.2012 g Substanz (Vak. u. 100°): 0,0495 g AgCl = 6,08°/o Cl und 
0,0255 g Fe,0, = 8,87°%o Fe. 
Das Verhalten gegen 10 °/oige Salzsaiure bei 130° (vgl. 
Teil II, S. 187) ergab endlich mit aller Scharfe, da8 auch in 


diesen Priiparaten kein Hiimin zu suchen ist. 


Zusammenfassung. 

1. Die nach der Methode von Eppinger von uns her- 
gestellten «Hiimin»-Praparate erwiesen sich nicht als typisches 
Hiimin. 

2. Die nach der Methode von Siewert von uns her- 
gestellten Hiimine diirften typisches Himin enthalten, aber im 
Gemenge mit anderen dhnlichen Korpern. 

3. Je liinger Hiimatin in alkalischer LOsung verweilt hat, 
desto schwieriger ist typisches Hamin daraus wieder zu ge- 
gewinnen. 

4. Die durch Zersetzung des Himatinbaryums durch 
Schwefelsiure und Alkohol bereitete LOsung des Himatins gibt 
durch Salzséiure bei 50—72° ein in verdiinnten Alkalien lds- 
liches Produkt, bei ca. 80° ein zum Teil verestertes, d. h. al- 
kaliunlésliches «Hémin». 


5. Abschnitt. 


Uber die Valenz des Eisens in den Komponenten des Blutfarbstoffs und 
die Beziehungen derselben zu den Modifikationen des Hamoglobins. 

Die in den vorhergehenden Abschnitten beschriebenen 
Versuche haben den nach meiner Ansicht noch ausstehenden 
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Beweis dafiir geliefert, daB}B im Hémin und im Hamatin Ferri- 
verbindungen vorliegen; denn die Tatsache, dafi das Eisen bei 
der Einwirkung von Schwefelséiure auf die genannten Kérper 
als Ferrosulfat auftritt, sprach an und fiir sich gegen diese 
Annahme und die Beobachtung, dafB bei der Abspaltung des 
Eisens durch Bromwasserstoff sowohl Ferro- wie Ferrisalz 
aufgefunden wurde, lief den Schlu8 zu, wir es im Hiimatin, 
wie Hoppe-Seyler es ja auch formuliert hat, mit einem Mole- 
kiil C,,H,,0,,.N,.Fe, zu tun haben, welches das Eisen sowohl 
als Ferro- wie als Ferriverbindung enthalten konnte.!) Die 
von Zaleski?) ausgefiihrte Darstellung des hydrogenisierten 
Hiimins, wobei das Eisen als Ferroacetat in die organische 
Substanz eintrat, war auch kein Beweis fiir den dreiwertigen 
Zustand des Eisens. Endlich konnte mich auch die Angabe 
Eppingers,*) wonach das Eisen nur als Ferriverbindung vor- 
handen sein soll, nachdem zum Zwecke der Hamatoporphyrin- 
darstellung die Herausnahme durch Eisessig-Bromwasserstoff 
bewerkstelligt worden war, nicht tiberzeugen, zumal nihere 
Angaben vollstandig fehlen. Solche waren gerade da am Platze, 
wo es galt, altere Angaben zu berichtigen, d. h. es muBten die 
Bedingungen erprobt und geschildert werden, unter denen ein 
fiir allemal das neue Resultat eriibrigt werden konnte. So- 
lange das nicht geschehen war, behielt die vereinzelte Beob- 
achtung den Stempel des Zufalligen, das gilt fiir Eppingers 
Angabe ebenso wie die von mir selbst gemachte, daB einmal 
das Eisen nach der Abspaltung aus dem Himatin als Ferri- 
verbindung angetroffen wurde.‘) Nachdem aber festgestellt 


') Ich lege hier Wert auf die Doppelzahl der Eisenatome; da im 
Hamoglobin nur ein Atom Eisen enthalten ist, vg]. Hiifner u.Gansser, 
Arch. f. [Anat. u. Physiol.] 1907, S. 209, so miifte bei der Abspaltung 
der eisenhaltigen Komponente eine Polymerisation erfolgen. An diese 
Moglichkeit habe ich einige Zeit gedacht, namentlich als Willstatter 
(Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XLI, S. 1465, 1908) darauf hingewiesen hatte, 
daf’ in vielen organischen Farbstoffen wie auch im Berliner Blau stets ein 
Element in zwei verschiedenen Oxydationsstufen auftritt. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLIII, S. 11. 

3) Dissertation, Miinchen 1907, S. 24. 

4) Mit wie wenig Uberlegung Eppinger zu Werke gegangen ist, 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 16 
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worden war, dafi immer nur ein kleiner Teil des Eisens, nicht 
etwa die Hialfte, als Ferriverbindung in der Lésung sich vor- 


fand, nachdem des weiteren festgestellt war, daB Ferrisalze 
auch in saurer LOsung!) oxydierend auf das Haimatin wirken, 
kann es als erwiesen gelten, daSi das Eisen primar als Ferri- 
verbindung abgespalten wird und das Auftreten von Ferrosalz 
auf einen sekundiiren Prozef zuriickgefiihrt werden Das 
Eisen ist also im Haémin und Hématin dreiwertig, und zwar 
diirfte es im Hémin als Chlorferriradikal in die organische 
Substanz an die Stelle zweier Wasserstoffatome getreten sein. 
So haben es zuerst Nencki und Zaleski?) angenommen, und 
ich habe mich dieser Anschauung angeschlossen, nachdem ich 
zuerst im Hiimin einen Korper erblickte, in welchem das Chlor 
am Kohlenstoff hafte. Diese Anschauung veranlabte mich, die 
Abspaltung von Chlorwasserstoff durch Anilin zu versuchen, 
und fiihrte mich zur- Auffindung des Dehydrochloridhimins. 
Nun geht aber aus allen Eigenschaften des letzteren hervor, 
dafi es eine Mittelstellung zwischen Héimin und Himatin ein- 
nimmt und sich in vielen Beziehungen dem letzteren mehr an- 
schliefit als dem Haémin. Ferner ist das nicht polymerisierte 
Hiimatin zweifellos die zum Hiémin gehodrige Base, d. h. im 
letzteren ist das Eisen an Sauerstoff gebunden, und die Ana- 
logie des Dehydrochloridhimins mit dem Hamatin findet ihren 
Ausdruck darin, daf auch im ersteren die gleiche Bindungsart 
besteht. Die Herausnahme von Chlorwasserstoff ist also zwischen 
einem Hydroxyl und der Chlorferrigruppe erfolgt. %) 

als er gegen die Anhinger des Ferrozustandes zu Felde zog, geht daraus 
hervor, daf er selbst fiir das Himin die Formel beniitzt, welche die Zwei- 
wertigkeit des Eisens voraussetzt. Ich habe mich in meinen letzten Ab- 
handlungen der neuen Formel bedient, da ich bereits durch die unvoll- 


stindig gebliebenen Untersuchungen von Nicole (1905) zu der Auffassung 
gefiihrt wurde, die vorgefundene Ferroverbindung sekundaren Ur- 
sprungs sei. 

') Die Oxydation des Himatins durch Ferricyankalium in alkalischer 
Lisung wurde schon 1898 von Kélle benutzt, um Hamatinsaure zu erhalten. 

%) Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 1009 (1901). 

‘) Diese Anschauung ist in der Dissertation von Lacour (Wiirz- 
burg 1907, S. 10) niedergelegt, sie findet sich ebenfalls in der mehrfach 


erwihnten Dissertation von Eppinger. 
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Fir die Auffassung, daf im Hamin ein Salz im obigen 
Sinne vorliegt, spricht ferner die stiirmische Entwicklung von 
Chlorwasserstoff auf Zusatz von Schwefelsiiure, wenn auch 
Beispiele bekannt sind, da sich Kérper mit Kohlenstoff-Chlor- 
bindung ganz gleich verhalten.') 

Was den Ort der Bindung des Eisens anlangt, so er- 
klirt sich nicht nur die Bestiéndigkeit des Hiimatins gegen 
Alkalien und schlieflich auch gegen Saéuren, sondern auch die 
Art und Weise, in welcher Eisen wie andere Metalle in das 
Mesoporphyrin durch Zaleski wieder eingefiihrt werden konnten, 
ohne Aufhebung der sauren Eigenschaften,?) nur durch die 
Annahme, dab es Imidwasserstoffatome sind, die hier ersetzt 
werden.*) Und dai nur das Imid von Pyrrolgruppen in Be- 
tracht kommt, folgt daraus, daf sich das ganze Haimatinmolekiil 
aus solchen aufbaut, wie ja neuerdings wieder durch die Unter- 
suchungen von Piloty*) dargetan worden ist; allerdings sind 
Verbindungen einfacher Pyrrole, in denen Eisen den Wasser- 
stoff des Imids ersetzt, bisher nicht bekannt. 

Was die Ursache der sauren Eigenschaften des Hiimatins 
betrifft, so tritt neuerdings Willstatter 5) entschieden fiir das 
Vorhandensein zweier Carboxyle ein. In der Tat spricht eine 
ganze Anzahl von Beobachtungen fiir diese Ansicht, so die 
Bildung von Dialkylderivaten unter Bedingungen, die zu Estern 
fiihren, ihre Unléslichkeit in verdiinnten Alkalien und die Még- 
lichkeit, sie leicht wieder zu verseifen; auch die glatte Um- 
setzung von Hématin und Dehydrochloridhaimin mit zwei Molekeln 
Alkali und die Beobachtung, daB Kohlendioxyd aus solchen 
Losungen das Hiimatin nicht ausfallt, diirfen hier wohl an- 
gefiihrt werden. Dai umgekehrt Hiamatin aus Carbonaten 


‘) Tritolylmethylchlorid spaltet z. B. durch H,SO, Chlorwasserstoff 
ab: Norris Americ. Chem. journ. Bd. XXXVIII, S. 627; Chem. Zentralbl. 
1908, 1, S. 368. 

*) Bekanntlich lieferten auch die Ester des Mesoporphyrins unter 
den gleichen Bedingungen Metallderivate. 

3) Nenckiu. Zaleski nehmen eine Bindung mit dem Kohlenstoff 
an. Ber. d. d. chem. Ges., Bd. XXXIV, S. 1009 (1901). 

*) Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCLXVI, S. 237 (1909). 

®) Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCLXXI, 8. 50 (1909). 
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Kohlendioxyd nicht austreibt, spricht nicht gegen die Séure- 
natur, da Aminoséuren das gleiche Verhalten zeigen und zudem 
sichergestellt wurde, daB sich saures Carbonat bildet, aller- 
dings kénnen auch bestimmte Phenole sich mit Carbonaten 
zu Salzen vereinigen.!) Gegen das Vorhandensein zweier 
Carboxyle spricht die Beobachtung, dai zwei Monoalkylderivate 
und zwar der Monoamylester des Hiaimins?) und der Mono- 
iithylester des Bromhémins®*) in Alkalien unléslich sind, wahrend 
die Tatsache, dafi ein Natrium sich in der wiasserigen Lésung 
als fester gebunden erweist wie das zweite Atom dieses Metalls, 
in der schwiicheren Natur eines zweiten Carboxyls ihre Er- 
klarung findet. Hiermit steht denn auch in Zusammenhang, 
die durch Fallungsreaktionen erhaltenen wasserunléslichen 
Salze‘) nicht ganz die erwartete Zusammensetzung besafen. 
Auch sei daran erinnert, dafi selbst die niedermolekulare, aller- 
dings dreibasische Hiimatinsiure mit den Erdalkalimetallen nicht 
normale Salze gibt und daf auch hier auf vier Molekiile der 
Siiure nicht sechs, sondern nur fiinf Atome Calcium oder Baryum 
erscheinen; es ist also sehr wohl denkbar, daf bei dem hoch- 
molekularen Hiimatin die Salzbildung ebenfalls nicht normal 
erfolgt, ganz davon abgesehen, dafi sich hier ja auch, wie 
bewiesen werden konnte, der Dispersitiitsgrad allmiéhlich ver- 
ringert, bei welcher Polymerisation auch die Carboxyle még- 
licherweise eine Rolle spielen. Es ist nach allem das Vor- 
handensein zweier Carboxyle im Hématin mit hoher Wahr- 
scheinlichkeit anzunehmen, wahrend es zweifellos durch die 
ausgezeichneten Untersuchungen von Willstatter®) dargetan 
wurde, dafi in den Derivaten des Chlorophylls Carboxyle vor- 
handen sind. Und da hier das Magnesium, wie exakt bewiesen 
wurde, nicht den Wasserstoff derselben ersetzt, sondern Imid- 
wasserstoff, liegt ein ganz sicherer Grund vor, dem Eisen des 


‘) H. Meyer, Monatshefte f. Chemie, Bd. XXVIII, S. 1381 (1908). 

?) Nencki u. Zaleski, diese Zeitschr., Bd. XXX, S. 411 (1900). 

*) W. Kiister, Diese Zeitschr., Bd. XL, S. 400 (1904). 

*) Eine Wasseraufnahme kann hierbei nicht wohl mitspielen, beim 
Baryumsalz miiftten z. B. nicht weniger als 10 Molekeln eintreten. 

°) Liebigs Annalen der Chemie, Bd. CCCLXXI, S. 33 (1909). 
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Hamatins eine entsprechende Stellung im Molekiil anzuweisen. 
Allerdings ist das Magnesium im Chlorophyll nicht so fest 
gebunden wie das Eisen im Hiamatin, es wird bekanntlich 
schon bei Zimmertemperatur durch Einwirkung von Oxualsiiure 
aus der alkoholischen Losung des Farbstoffs herausgenommen,') 
wahrend Hamoglobin, durch oxalséurehaltigen Alkohol zer- 
legt,?) eine Losung der eisenhaltigen Komponente gibt, aus 
der auf Zusatz von Salzsiure Himin ausfallt. Fiihrt man aber 
Eisen an die Stelle des Magnesiums, so erweist es sich ebenso 
fest gebunden wie im Haématin: eine Lésung von Phaeophytin 
in EKisessig gibt mit Ferrisalz eine Verbindung, aus der das 
Metall mit Salzsiiure, selbst beim Kochen mit starker Siéure 
nicht entfernt wird.*) So sprechen auch diese Befunde dafiir, 
dai beide Metalle den gleichen Platz einnehmen. 

Nun ist nach Willstatter+) das Magnesium in den «Phyl- 
linen» komplex, d. h. mit Haupt- und Nebenvalenzen an die stick- 
stoffhaltigen Gruppen des Molekiils gebunden «in Uberein- 
stimmung mit den Anschauungen von A. Werner und _ in 
Analogie mit den von H. Ley und L. Tschugaeff erforschten 
Metallderivaten verschiedener Séureimide, des Biurets und 
des Dicyandiamidins» und auch das Himin ist als ein inneres 
Komplexsalz aufzufassen, woftir nach Willstitter namentlich 
die Unterschiede in den Spektren zwischen eisenhaltigen und 
eisenfreien Verbindungen der Himingruppe sprechen. Da diese 
Vorstellung in der Tat mit allen Beobachtungen vorziiglich 
ubereinstimmt, zOgere ich nicht, sie zu akzeptieren, um so 
weniger, als auch das eingefiihrte Eisen und das Silber sich 
als komplex gebunden erwiesen haben. 

Wie im Haémin die Chloroferrigruppe zwei Wasserstoff- 
atome zweier Imidgruppen ersetzt, so im Haématin die Hydroxy- 
ferrigruppe, denn das letztere verhilt sich zum Hiimin wie 
die Base zum Salz, wenigstens gilt dies fiir das von Zeynek °) 


') Willstaétter, Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCLIV, S. 219. 

*) Rosenfeld, Arch. f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. XL, S. 142 (1898). 
*) Willstaétter, Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCLIV, S. 224. 

*) Liebigs Ann. d. Chem., Bd. CCCLXXI, S. 47 (1909). 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 128 (1900). 


| 
-| 

4 

4 

q 


238 William Kiister, 


aus dem Blutfarbstoff durch Verdauung der Eiweiikomponente 
hergestellte Haimatin. Der noch feuchte Schlamm desselben wird 
in Aceton suspendiert und in kleinen Anteilen Salzsaure hin- 
zugesetzt (fiir 1g ca. 0,06—O,08 g HCl). Rasch nach dem Salz- 
siiurezusatz gehen die Hamatinkérner in Lésung, die Fliissig- 
keit erwirmt sich dabei in geringem Mafe; nach kurzer 
Zeit beginnt die Ausscheidung von prachtigen mikroskopischen 
Hiiminkrystallen, welche nach einigen Stunden beendet zu sein 
scheint».!) Danach haben wir es mit einer typischen Salz- 
bildung zu tun. Ein ahnliches Verhalten zeigt das aus dem 
Hamin durch Einwirkung von Alkalien erhaltene Himatin nicht. 

Da8 auch mit Hilfe der zuerst vonSchalfejeffangegebenen 
Umscheidung aus solchem Hiématin ein typisches Haémin von 
uns nicht erhalten werden konnte, habe ich im 4. Abschnitt?) 
beschrieben. Allen Erfahrungen, auch denen, welche bei der 
Herstellung des Baryumsalzes gemacht wurden,*) entspricht 
am besten, in diesem Hamatin ein durch Polymerisation*) aus 
dem Zeynekschen Verdauungshaématin hervorgegangenes Pro- 
dukt zu erblicken. Diese Umwandlung stellt sich namentlich 
bald in stark alkalischer Lésung, bei langerem Verweilen auch 
in schwach alkalischer Lésung ein, beim Dehydrochloridhamin 
diirfte sie sogar bereits beim Aufbewahren des trockenen Pra- 
parats erfolgen. Es scheint mir also durchaus am Platze, fiir 
die beiden Hiimatine ein unterscheidendes Merkmal einzufiihren, 
und ich werde das Verdauungshimatin, das weder mit einem 
Alkali in Beriihrung gekommen ist noch mit einer Séure, denn 
auch in essigsaurer Lésung diirfte die Polymerisation erfolgen, 
als a-Hiimatin, das auf dem Umwege tiber das Hamin herge- 
stellte als B-Himatin bezeichnen. 


) Ahnliches beobachteten wir beim Dehydrochloridhamin, vgl. S. 171. 


*) Vgl. S. 214. 

5) Vgl. S. 217. 

*) Die Stelle, an welcher die Polymerisation erfolgt, diirfte im or- 
ganischen Teil der Molekel zu suchen sein, allerdings ist das Haimin als 
Derivat des Ferrichlorids anzusehen und auch dieses kann sich poly- 
merisieren (A. Werner, «Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der 


anorg. Chemie, S. 93). 
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Die Reduktion von himatinhaltigen Fliissigkeiten hat zu- 
erst Stokes!) mit Hilfe der nach ihm benannten Reagenzien 
ausgefiihrt, der hierbei entstehende Korper wurde dann von 
Hoppe-Seyler,?) der ihn aus dem Hamoglobin herstellte, 
Hamochromogen genannt. Eine Darstellung in gréSeren Mengen 
oder im reinen Zustande gelang ihm nicht, die Versuche 
scheiterten «an seiner grofen Léslichkeit und leichten Oxy- 
dation». So wurde das Haémochromogen lediglich durch das 
charakteristische Spektrum seiner sauren*) resp. namentlich 
seiner alkalischen LOsung identifiziert. 

Erst Zeynek*) ist es gelungen, wenigstens ein Salz des 
Himochromogens in annéhernd reinem Zustande herzustellen 
und zwar mit Hilfe von Hydrazin, auf dessen Verwendbarkeit 
zuerst Curtius®) hingewiesen hatte, spater hat sich auch 
Pregl®) desselben Mittels bedient. Als geeignet, das Himatin 
zum Hamochromogen zu reduzieren, erwiesen sich ferner hydro- 
schwefligsaures Natrium und dann namentlich Schwefelwasser- 
stoff in alkalischer Losung, die Hoppe-Seyler’) bei seinen 
Versuchen tiber das Kohlenoxydhamochromogen beniitzte. Als 


‘) Hoppe-Seylers Lehrbuch der physiol. Chem., S. 392. 

*) Med. chem. Untersuchungen, S. 540. 

*) Hamatin lést sich in saurem Alkohol besser als in Alkohol allein, 
was ich bisher darauf zuriickgefiihrt habe, dafi sich z. B. ein leicht lés- 
liches schwefelsaures Salz bildet analog dem Hiamin, also ein Eisensalz. 
Da beim Himochromogen eine iahnliche Salzbildung ausgeschlossen ist, 
halte ich es fiir sehr wahrscheinlich, daf$ auch der organische Teil des 
Molekiils basische Eigenschaften besitzt und mit Sauren Salze zu bilden 
vermag. Das Himochromogen wird als Ferroverbindung stirker basisch 
sein als die Ferriverbindung «Haimatin» und demzufolge wird eine stirkere 
Abschwachung der sauren Teile hervorgerufen als im Himatin, bei dem 
sich vielleicht zwei Carboxyle mit zwei basischen Gruppen des Molekiils 
nahezu ausgleichen, Méglicherweise erklart sich hieraus auch die Tat- 
sache, daf§ das Himochromogen Eisen leichter abspaltet als Hamatin. 
Diese Anschauungen lassen sich bei der Aufstellung eines Formelbildes 
beniitzen, worauf ich spiter zuriickkommen werde. 

4) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 492 (1898). 

*) Journ. f. prakt. Chem., Bd. XXXIX, S. 43. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 173. 

’) Diese Zeitschrift, Bd. XIII, S. 476 (1882). 
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ungeeignet zur Reduktion des Hiaimatins fand Zeynek!') die 
schweflige Saure. 

Uberblicken wir diese Mittel, so fillt ihre Verschieden- 
artigkeit in die Augen, und da alle im gleichen Sinne wirken, 
erscheint es mir ausgeschlossen, dafB es der organische Teil 
des Molekiils ist, der hierbei eine Veriénderung erleidet. Am 
Eisen aber koénnen sie sich alle in gleicher Weise betiitigen, 
d. h. sie kinnen die Ferriverbindung «Hamatin» zur Ferrover- 
bindung Hiimochromogen reduzieren. Schwefelwasserstoff wirkt 
am besten, und es ist bekannt, dai dieses Mittel Ferrisalze 
am vollstiindigsten reduziert, wiihrend schweflige Saéure als un- 
gesittigter Korper als ein weniger giinstiges Agens erscheint 
und zudem die ausgesprochene Fahigkeit besitzt, bestiindige 
komplexe Salze zu bilden, auch mit dem Eisen. ?) 

In der Tat hat bereits Hoppe-Seyler das Himochro- 
mogen stets als Ferroverbindung angesprochen; einen Beweis 
fiir die Richtigkeit der soeben entwickelten Anschauungen 
bringen endlich die Analysen, welche Zeynek mit seinem 
Hamochromogenammonium®) ausgefiihrt hat. Aus ihnen geht 
hervor, dal zwei Molekiile Hamatin bei der Reduktion ein 
Atom Sauerstoff verlieren, wir treffen also dasselbe Verhiiltnis 
an wie in anorganischen Ferri- und Ferroverbindungen. ‘*) 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLIX, S. 481 (1906). 

*) A. Werner, Neuere Anschauungen auf dem Gebiete der an- 
organ. Chemie (Braunschweig, bei Vieweg, 1909, S. 129). 

5) Zeynek bezieht seine Analysen noch auf die Nenckische 
Forme! €,,H,,0,N,Fe fiir das Himatin; seine Befunde stimmen aber auch 
ganz gut auf das Monoammoniumsalz C,,H,,0,N,Fe des Himochromogens, 
das aus dem Hamatin C,,H,,O,N,FeOH durch Wegnahme des Hydroxyls 
und Addition von 1 Mol. Ammoniak hervorgeht: 

Berechnet: 64,45°/o C, 5,53°/o H, 11,060 N, 8,85°/o Fe 

Gefunden: 63,83 5,66 11,48 9,25 
wenn man annimmt, dafs etwas mehr als ein Molekiil Ammoniak ein- 
getreten ist. 

*) Ein sehr merkwiirdiges Verhalten zeigt das Pyridin dem Hamatin 
gegeniiber. Donogany und Kobert wollen mit Hilfe desselben krystal- 
linisches Himochromogen in mikroskopischen Praparaten erhalten haben 
und K. Biirker, dessen Monographie des Himoglobins in Tigerstedts 
Handbuch der physiologischen Methodik ich diese Angaben entnehme, 
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Nach allem ist das Himochromogen eine Ferroverbindung 
und die Anlagerungen von Gasen, wie Sauerstoff, Kohlenoxyd') 
und Stickoxyd, finden am Eisen statt, das hier eine Hauptvalenz 
noch disponibel hat. 

Hiifner?) hat diese Frage noch als unentschieden hin- 
gestellt, aber schon die Tatsache, da sich das Haimatopor- 
phyrin von Nencki nicht unter den gleichen Bedingungen wie 
Himatin reduzieren la{t und nach der Behandlung mit Hydrazin 
z. B. Kohlenoxyd nicht anlagert,*) spricht fiir eine Beteiligung 
des Eisens.*) Des weiteren addiert die Ferriverbindung Hiima- 
tin kein Kohlenoxyd, es diirfte auch nicht méglich sein, ein 
Peroxyd zu erhalten, wiihrend ein solches des Himochromo- 
gens vielleicht einmal gefaft werden wird, denn nach Pellini- 
Meneghini®) findet zwischen Ferrosalzen und Wasserstoff- 


sagt, daf§ die Krystallisationsfahigkeit des Himochromogens unter dem 
Einflu& des Pyridins eine geradezu erstaunliche ist (S. 150). Zeynek 
(Diese Zeitschrift, Bd. XXX, S. 134) bestatigt diese Beobachtungen inso- 
weit, als eine Liésung von Himatin in Pyridin nicht das Spektrum alka- 
lischer Hiaimatinlésungen zeigt, aber auch nicht das Himochromogen- 
spektrum, somit kann das Pyridin nicht zu den Haimochromogen bildenden 
Mitteln gezihlt werden. Nun ist die Léslichkeit des Hamatins in Pyridin 
zweifellos bedingt durch Salzbildung und somit gelangt das Pyridin, wenn 
auch nicht in direkte Bindung, so doch in unmittelbare Nihe des Eisens, 
wodurch bereits méglicherweise die Tendenz zur Bildung der Ferro- 
verbindung bewirkt werden kénnte. Verbindungen des Eisens mit 3 Molekeln 
Dipyridyl (oder 3 Mol. Phenanthrolin) sind némlich unbestindig und lagern 
sich zu Ferroverbindungen um. (Zitiert nach A. Werner, «Neuere An- 
schauungen auf dem Gebiete der anorg. Chemie, S. 72.) 

1) Hoppe-Seyler, Diese Zeitschrift, Bd. XII, 5. 476, und Hiifner 
und Kiister, Archiv f. [Anat. u.] Physiol., 1904, Suppl., 5. 387. 

*) Archiv f. [Anat. u.] Physiol.. 1907, S. 469. 

’) Ein nicht publiziertes Resultat von Hiifner und mir. 

*) Aus den Untersuchungen von Manchot iiber das Verhalten 
ungesittigter Metallsalze gegeniiber Gasen, wie CO, NO, C,H,, geht zudem 
hervor, dafi Metalle wie Eisen und Kupfer tatsichlich jene Gase anlagern 
kénnen. (Liebigs Ann. der Chem., Bd. CCCLIX, S. 100 {1908} und 
Bd. CCCLXX, S. 286 [1909]. 

°) Zeitschr. f. anorg. Chem., Bd. LXII, 5. 203; vgl. auch G. Just, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 3695, und L. Moeser und H. Birck, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLI, S. 4279; ferner W. Manchot, Zeit- 
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peroxyd jedenfalls eine chemische Verbindung statt, wahrend 
Ferrisalze eine solche nicht oder nur sehr langsam einzugehen 
vermogen. 

Die fiir das Haématin entwickelten Anschauungen lassen 
sich auf den Blutfarbstoff selbst (das Himoglobin) tibertragen, 
da ganz sicher erwiesen ist, dai die erwahnten Additionen 
nicht am Globin, sondern an der eisenhaltigen Komponente statt- 
finden.!) Wie exakt bewiesen wurde, nimmt eine Molekel 
Himochromogen eine Molekel Kohlenoxyd auf, und fiir eine 
Molekel Himoglobin gilt dasselbe Verhaltnis. Fiir letztere ist 
nun aber auch sichergestellt, dai sie eine Molekel Sauerstoff 
addiert, die dann durch eine Molekel Kohlenoxyd verdringt 
werden kann und an deren Stelle schlieBlich eine Molekel Stick- 
oxyd treten kann. Es ist also klar, daB sich beim Ubergang 
von Hiimoglobin in Oxyhamoglobin die eisenhaltige Komponente 
ebenfalls mit O, beladet; geht diese Addition am Eisen vor 
sich, so entsteht ein Haimochromogenperoxyd (R > Fe +- O, = 
R>Fe::: O,), und dieser Kérper kann mit dem Hamatin, das 
wir als Ferriverbindung erkannt haben, nicht identisch sein. 
Vielmehr haben wir im Himatin die Komponente des Methimo- 
globins vor uns, was mit allen in dieser Beziehung gemachten 


schrift f. anorg. Chem., Bd. XXVII, S. 420 (1901), und Annal. d. Chemie, 
Bd. CCCXXV, S. 105. 

1) Es ist also fiir unsern Zweck gleichgiiltig, wie die beiden Kom- 
ponenten miteinander verbunden sind; doch mdéchte ich eine Ansicht 
vertreten, da schon verschiedentlich Ideen tiber diese Bindung geiufert 
worden sind, so glaubt Hiifner (Arch. f. [Anat. u.] Physiol. 1899, S. 491), 
dafs die beiden Komponenten des Himoglobins durch Sauerstoff zusammen- 
gehalten werden, weil Hydrazin die Zerlegung bewirkt. Ich halte es fiir 
wahrscheinlicher, daf’ das Globin nach Art der Polypeptide mit dem 
Himatin verkniipft ist und zwar in der Weise, dafs Carboxyle des Globins 
mit den basischen Gruppen des Hamatins verankert sind, was die so 
leicht zu bewerkstelligende Trennung beider Teile wohl am besten erklart, 
auch die mittels Hydrazin, da wir ja u. a. auch die zu den Aminosiduren 
gehérigen Aldehyde kennen gelernt haben. Wenn bei der Trennung Sauer- 
stoff aufgenommen wird und zwar nicht weniger als 11 Atome pro 
Molekiil (M. Lebensbaum fand fiir 100 g Hb 1,014—1,1 g Sauerstoff, 
Monatshefte f. Chem., 8, S. 163), so kann das _ natiirlich nicht das 


Hamochromogen betreffen. 
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Beobachtungen vortrefflich tibereinstimmt, und kommen damit 
zu Vorstellungen zuriick, wie sie Hoppe-Seyler!') stets ver- 
treten hat, und miissen mit der u. a. von Nencki?) nieder- 
gelegten Ansicht brechen, wonach «der eigentliche farbige 
Bestandteil der Hiamoglobine verschiedener Blutarten das 
Hamatin ist». 

Himin oder Haimatin bilden sich also aus dem Hiimoglobin 
nur dann, wenn der Luftsauerstoff Zutritt hat, sonst entsteht 
Himochromogen, und aus dem Oxyhimoglobin entstehen die 
erwahnten Korper auch nur indirekt durch Abgabe des addierten 
molekularen Sauerstoffs und darauf folgende Aufnahme desselben 
in feste Bindung. Aus dem Methémoglobin bildet sich Hamin 
direkt, wie dies Hoppe-Seyler’) bereits erkannt hat und wie 
es von Zeynek*) neuerdings bestitigt wurde, der die guten 
Ausbeuten dabei besonders betont. 

So erklirt sich zunachst die Reaktionsunfahigkeit des 
Methaémoglobins innerhalb der Blutbahn aufs beste durch das 
Vorliegen der bestandigen Ferriverbindung; aber auch zahl- 
reiche Versuche,*) aus denen hervorgeht, dafi dem Korper ein- 
verleibtes Himin oder Hamatin nicht oder nur schwer verwertet 
wird, finden aus demselben Grunde eine Erklarung, so daf wir 
immer noch daran denken koénnen, daf die allen Blutarten 


1) Z. B. diese Zeitschr., Bd. XIII, S. 494. «Das Hamatin ist eine 
Substanz, die durch Oxydation aus dem Himochromogen entsteht, aber 
ohne Zweifel weniger Sauerstoff enthalt, als das im Oxyhamoglobin ent- 
haltene «Sauerstoffhimochromogen», ebenso wie das Methamoglobin 
weniger Sauerstoff enthalt als das Oxyhamoglobin selbst». 

«Es ist am wahrscheinlichsten, dafi das Himatin eine Ferriver- 
bindung ist, wahrend Himochromogen das Eisen als Ferroatom enthilt». 

*) Arch. f. exp. Path. u. Pharmak., Bd. XVIII, S. 4. 

3) Diese Zeitschr., Bd. Il, S. 149. Methaimoglobin ist eine Verbin- 
dung, welche auch bei Abwesenheit von Sauerstoff durch Einwirkung 
von Alkali oder Séiure in Hamatin und einen Eiweifstoff gespalten wird, 
und in welcher sich das Eisen im Oxydzustand befinden wird, wihrend 
es im Hamochromogen, Himoglobin und Oxyhaémoglobin nachweisbar im 
Oxydulzustande enthalten ist. 

*) Arch. f. [Anat. u.] Physiol. 1899, S. 488. 

5) Abderhalden beobachtete bei seinen Versuchen nur dann eine 
Aufnahme, wenn die Versuchstiere ein eisenarmes Futter erhielten (Zeitschr. 
f. Biologie, Bd. XXXIX, S. 113, 191, 487 [1900].) 
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gemeinsame eisenhaltige Komponente des Blutfarbstoffs wenig- 
stens von den fleischfressenden Tieren!) nicht neu gebildet zu 
werden braucht, da das Himochromogen vielleicht leichter 
assimiliert wird. ?) 

Das Methimoglebin nimmt somit eine Mittelstellung 
zwischen Hiimoglobin und Oxyhimoglobin ein, und_hierfiir 
sprechen zuniachst alle Bildungsweisen desselben. a) Aus Oxy- 
hiimoglobin bildet es sich spontan — hierbei wird ein Teil des 
schon vorhandenen Sauerstoffs fest gebunden — oder unter 
dem Einfluf von Oxydationsmitteln,*) wobei es zunichst zur 
Abspaltung des locker gebundenen molekularen Sauerstoffs 
kommt, wiihrend der fest gebundene Sauerstoff von dem zu- 
gefiigten Mittel stammt, das also eine Reduktion erleidet, wie 
dies fiir das Ferricyankalium von Haldane‘) und von Zeynek °) 
nachgewiesen wurde. b) Aus Haimoglobin kann sich Methimo- 
globin nur bilden, wenn ein oxydierendes Agens zugegen ist, 
wiihrend es c) aus Oxyhimoglobin auch durch reduzierende 
Mittel erhalten wird. Hier ist vor allem die Beobachtung von 
Hoppe-Seyler®) anzuftihren, wonach die erwahnte Umwand- 
lung durch ein stark mit Wasserstoff beladenes Palladiumblech 
bewirkt wird. Sie wurde auch von ihm dahin gedeutet, dah 
Methiimoglobin weniger Sauerstoff enthalten miisse als Oxy- 
hiimoglobin. Der Versuch ist sogar ein typisches Beispiel fiir 


') Vgl. meine Ausfiihrungen in der Zeitschr. f. angew. Chemie, 
Bd. XIX. 

*) Nach himoglobinhaltiger Nahrung findet sich allerdings Himatin 
massenhaft in den Faeces (Hoppe-Seyler, Diese Zeitschr., Bd. I, S$. 339, 
1877), das kénnte aber auf Rechnung des Methimoglobins gesetzt werden. 

Hierzu gehdrt auch das Hydroxylamin (Hiifner, Arch. f. 
fAnat. u.] Physiol. 1899, S. 491, vgl. Lassar-Cohn, Arbeitsmethoden, 
S. 1018). 

*) Journal of Physiology, Bd. XXII, S. 300. Hier wird aufherdem fest- 
gelegt, Oxyhamoglobin ebensoviel Sauerstoff durch Auspumpen, 
wie auf Zusatz von Ferricyankalium liefert, daf§ Kohlenoxydhamoglobin 
das gleiche Volumen Kohlenoxyd abgibt, und daf bei der Oxydation 
von Himoglobin durch K,Fe(CN), kein Oxyhimoglobin entsteht, sofern 
nur der Luftsauerstoffzutritt verhindert wird. 

®) Arch. f. [Anat. u.] Physiol. 1899, S. 460. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. II, S. 149. 
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die Wirkung eines Superoxyds: AO, -+ B—+» AO -+- BO, hier 
ist der Wasserstoff der Akzeptor B, und der Verlauf der 
Reduktion ist zu formulieren: HbO, + 3H = Hb- OH + H,O. 
Das Moloxyd hat den Sauerstoff <hialftig> abgegeben; der Aut- 
oxydator ist selbst oxydiert worden. ') 

Bei der Reduktion des Methiimoglobins endlich z. B. durch 
Schwefelammonium bildet sich nur Himoglobin, falls fiir Aus- 
schluB des Luftsauerstoffs gesorgt wird (Haldane).?) Die 
Annahme also, dai die Reduktion des Methaimoglobins zum 
Haimoglobin tiber das Oxyhimoglobin fiihre, ist unbegriindet, 
auch kann umgekehrt gezeigt werden, daf, wenn Ferricyan- 
kalium auf Hamoglobin wirkt, bei AusschluB von Luftsauerstoff 
intermediar kein Oxyhaimoglobin entsteht.*) 

Fiir die Auffassung, daf Methimoglobin die Ferriver- 
bindung ist und als Komponente das Hiimatin enthiilt, sprechen 
aber noch eine ganze Anzahl anderer Beobachtungen. So ist 
nach Hasselbach*) das Hamoglobin lichtbestiindig, Oxyhiimo- 
globin wird aber in Methimoglobin verwandelt, wenn Sauerstoff 
vorhanden ist, und dieses wird im Vakuum durch Belichtung 
in Hamoglobin tibergefiihrt, ebenso wird Hiimatin zu Hamo- 
chromogen reduziert. Nun ist aber bekannt, dafi Ferrover- 
bindungen im Licht bestandig sind, Ferriverbindungen nicht; 
das Commentar zum deutschen Arzneibuch von Schneider- 
Siiss fordert fiir erstere die Aufbewahrung in hellen Gefafen, 
fiir letztere werden braune Glaser verwendet. °) 


') Engler, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 335. In vitro tritt also 
ein ganz anderer Zerfall ein als in vivo, vg]. hierzu Hiifner, Archiv fiir 
[Anat. u.] Physiol., 1907, S. 468, Anm. 

*) Journ. of Physiol., Bd. XXII, S. 300. 

*) Diese Ausfiihrungen von Haldane richten sich gegen Jider- 
holm (Zeitschr. f. Biol, Bd XVI, S. 1), Saarbach (Pfliigers Arch., 
Bd. XXVIII, S. 387 [1882], und Dittrich (Arch. f. exp. Pathol. u. Pharm., 
Bd. XXIX, S. 267 (1891), die im Methamoglobin mehr Sauerstoff an- 
nehmen zu miissen glaubten als im Oxyhamoglobin, Gegen diese An- 
sicht hatte sich auch schon Araki (Diese Zeitschrift, Bd. XIV, S. 412 
(1890) gewendet. 

*) Bioch. Zeitschrift, Bd. XIX, S. 438. 

°) Das deutsche Arzneibuch fordert nur fiir das Ferrum citricum 
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Das Methémoglobin hat ferner ein wenig starker saure 
Eigenschaften als Himoglobin oder Oxyhiémoglobin,+) auch 
diese Beobachtung la8t sich darauf zuriickfiihren, dai die 
Ferroverbindungen als stiarkere Basen den sauren Charakter 
des Gesamtmolekiils mehr herabsetzen als die schwiécher 
basische Ferriverbindung. 

Namentlich kénnen aber die schénen Untersuchungen 
von Zeynek?) tiber das Cyanhimoglobin fiir die Richtigkeit 
der hier vertretenen Auffassung angefiihrt werden. Zeynek 
fand, dai sich Hamoglobin mit Cyan und zwar im Verhiltnis 
Hb—CN vereinigt, nicht aber mit Blausiure; Methaimoglobin 
aber setzt sich mit letzterer um, wobei dasselbe Produkt 
Hb—CN entstand, Oxyhimoglobin reagierte im gleichen Sinne, 
aber viel langsamer. Diese Reaktionen lassen sich nun sehr 
einfach durch die folgende Formulierung wiedergeben. 

2Hb + (CN), = 2Hb—CN 
Hb: OH -+ HCN = Hb—CN + H,O. 

Es steht allerdings noch aus, die letztere Gleichung auch 
fiir das Hiimatin zu verwirklichen. 

Ich komme zum SchluB auf die wichtigen Umsetzungen 
des Blutfarbstoffs und seiner eisenhaltigen Komponente mit dem 
Stickoxyd, das bekanntlich die stiirkste Verwandtschaft zu 
jenen zeigt und nicht nur Kohlenoxyd aus dem Kohlenoxyd- 
hiimoglobin austreibt, wobei sich nach L. Hermann®) die 
Verbindung Hb — NO bildet, da nach der Verdriangung des Kohlen- 
oxyds eine Anderung der Grife des tiber der Lisung befind- 
lichen Gasvolumens nicht eintritt, sondern sich auch mit dem 
Methimoglobin, das durch Kohlenoxyd nicht verandert wird, 
und mit dem Himatin‘) verbindet. Hier muB8 ich vor allem 


oxydatum eine Aufbewahrung unter Lichtabschluf, dagegen ist in der 
Pharmakopoea helvetica IV bei simtlichen Ferriverbindungen diese For- 
derung vermerkt, die Ferroverbindungen sind an einem hellen Ort auf- 
zubewahren. Eine Ausnahme macht hier das Ferrum lacticum. 

') Zeynek, Arch. f. Anat. u. Physiol., 1899, S. 460. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 426. 

8) Archiv f, Anat., Physiol. u. wissensch. Medicin, 1865, S. 469. 

*) G. Linossier, Comptes rendues, Bd. CIV, S. 1296. Jahres- 
berichte iiber die Fortschr. d. Tierchemie, Bd. XVII, S. 126 (1887). 
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den Versuch von Hiifner und Kiilz') beriihren, auf Grund 
dessen Hiifner bis an sein Lebensende die Meinung verfochten 
hat, im Methaimoglobin sei gleichviel Sauerstoff wie im Oxy- 
himoglobin vorhanden. Es wurden die Stickgasmengen ver- 
glichen, welche von gleichen Mengen gleich konzentrierter 
Lésungen von Oxyhimoglobin resp. Methimoglobin beim Schiit- 
teln mit Stickoxyd aus zugefiigtem Harnstoff entbunden wurden. 
Der Verlauf der Reaktion wurde von ihnen in folgenden Phasen 
erwartet: 

6NO + 2HbO, = 4NO, + 2Hb—NO 

4NO, + 2H,0 = 2HNO, + 2HNO, 

2 HNO, CH,ON, = 3H,0 + CO, + 2N,,. 

Da sich nun in beiden Versuchsreihen die gleichen Mengen 
von Stickstoff ergaben, folgerten sie, dafi auch Oxyhamoglobin 
und Methimoglobin gleiche Mengen von Sauerstoff enthalten 
miissen. Dieser Schluf ist aber nicht richtig, denn, wie aus 
obigen Gleichungen erfolgt, wird die Hiilfte des Sauerstoffs 
des Oxyhémoglobins zur Bildung von Salpetersiiure verbraucht, 
die auf den Harnstoff ohne EinfluB ist. Diese Hialfte braucht 
infolgedessen im Methimoglobin gar nicht vorhanden zu sein, ohne 
dai das Resultat in bezug auf die Menge des Stickstoffs beeinflubt 
wird. In der Tat gibt Methimoglobin, als Hb-OH aufgefaBt, im 
Sinne der Hiifnerschen Gleichungen genau soviel salpetrige Saéure 
wie Oxyhaimoglobin, denn HbOH -+ 2 NO = HbNO + NOOH, 
d. h. auf eine Molekel Farbstoff eine Molekel salpetrige Siiure. 
Und so stellt denn der Versuch von Hiifner und Kiilz, 
richtig gedeutet, das Endglied in der Reihe der Beweise dafiir 
vor, dafS wir es im Methaémoglobin mit einer Ferriverbindung 
zu tun haben. Denn diese Gleichung darf in der Tat als Aus- 
druck fiir die Umsetzung zwischen Methimoglobin und Stick- 
oxyd gelten, haben doch Hiifner und Reinbold?) bewiesen, 
daf bei derselben auf ein Molekiil des Farbstoffs zwei Mole- 
kiile Stickoxyd verbraucht werden. Das Stickoxyd nimmt also 
dem Hiimoglobin gegeniiber eine andere Stellung ein, wie der 
molekulare Sauerstoff oder das Kohlenoxyd. Letztere werden 


1) Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 366 (1883). 
*) Archiv f. Anat. u. Physiol., 1904, Suppl., S. 391. 
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nur addiert, weil diese zweiwertigen K6rper nur an eine 
Hauptvalenz des Eisens treten kénnen, das einwertige Stick- 
oxyd kann durch diese eine Hauptvalenz gebunden werden, 
wodurch das festere Gefiige dieser Verbindung und die Még- 
lichkeit, durch Stickoxyd auch das Kohlenoxyd zu verdrangen 
und mit dem Methaimoglobin eine chemische Umsetzung zu 
erzielen, eine Erkliirung findet. Allerdings sind, soviel ich weif, 
analoge Umsetzungen des Stickoxyds mit anorganischen Ferri- 
verbindungen nicht bekannt, dagegen ergaben die Unter- 
suchungen von Manchot und Zechentmayer!) mit aller 
Schirfe, daf fiir die Absorption des Stickoxyds durch Ferro- 
salze eine Grenze existiert, bei der auf ein Atom Eisen ein 
Molekiil Stickoxyd aufgenommen worden ist. Diese Absorption 
beruht auf der Bildung einer chemischen Verbindung und ent- 
spricht dem Ubergang des Eisens in den dreiwertigen Zustand. 
Auch Htifner?) ist auf Grund analoger Untersuchungen zu 
dem gleichen Resultat gelangt.*) 


Zusammenfassung. 

1. Im Haémin wie im Hamatin ist das Eisen im Ferri- 
zustande vorhanden und zwar ersetzt die Chlorferrigruppe >FeCl 
im Hiimin, die Hydroxyferrigruppe >FeOH im a-Himatin Imid- 
wasserstoffatome von Pyrrolkomplexen. 

2. Das Verdauungs- oder a-Hiaématin Zeyneks ist die 
zum Hiimin gehorige Basis, das auf dem Umwege iiber das 
Hiimin hergestellte B-Hamatin geht nicht oder nur schwierig 
in Hiimin tiber. B-Haématin ist ein Polymeres vom a-Hématin. 

3. Die sauren Eigenschaften des Haimins und Héamatins 
sind mit hoher Wahrscheinlichkeit auf das Vorhandensein 
zweier Carboxyle zuriickzuftihren. 


‘) Annal. der Chemie, Bd. CCCL, S. 368 (1906). 

*) Zeitschr. f. physik. Chem., Bd. LIX, S. 416 (1907). 

‘) Die neuesten Ergebnisse von Mianchot (Liebigs Annalen, 
Bd. CCCLXX, S. 241, 1909), wonach auf 1 Atom Eisen im Blutfarbstoff 
bis zu zwei Molekeln der fraglichen Gase aufgenommen werden kénnen, 
sind mit Blut eriibrigt worden. Es miissen wohl erst noch Versuche mit 
reinem Hiimoglobin durchgefiihrt worden sein, bevor weitere Folgerungen 
gezogen werden. 
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4. Die Bildung des Dehydrochloridhimins beruht auf einer 
Abspaltung von Chlorwasserstoff zwischen dem einen Carboxy1 
und der Gruppe >Fe-Cl, demzufolge schlieBt sich das Dehydro- 
chloridhimin dem Héamatin in seinen Eigenschaften mehr an 
als dem Hamin. 

5. Die Reduktion des Hiématins zum Hiimochromogen 
kann durch die verschiedenartigsten Mittel bewirkt werden. 
Die einzige Erklirung hierfiir bietet die Annahme, daf die 
Ferriverbindung «Himatin» zur Ferroverbindung «Himochro- 
mogen» reduziert wird. 

6. Die Richtigkeit dieser Annahme wird bewiesen durch 
die von Zeynek ausgefiihrte Analyse des Himochromogen- 
ammoniums. 

7. Die Anlagerung von Kohlenoxyd erfolgt im Molekiil 
des Hiimochromogens an das Eisen. 

8. Ebenso erfolgt die Anlagerung von Sauerstoff, Kohlen- 
oxyd, Stickoxyd im Molekiil des Haimoglobins an das Eisen. 

9. Die Ferriverbindung «Himatin» ist nicht die Kompo- 
nente des Oxyhaimoglobins, sondern des Methimoglobins, das 
sich seinem ganzen Verhalten nach als eine Ferriverbindung 
erweist. 

Es existieren also die folgenden Beziehungen : 

Hamoglobin = Globin + Himochromogen (R > Fe). 

Oxyhimoglobin Globin -+ Haémochromogenperoxyd 
(R> Fe...0Q,). 

Methaémoglobin Globin +- Hamatin (R > Fe — OH). 

10. Das Stickoxyd wird von dem Blutfarbstoff fester 
gebunden als O, oder CO, weil es als einwertiges Radikal 
eine Hauptvalenz des Eisens zur Bindung vorfindet, wahrend 
die zwei Valenzen des Kohlenoxyds und des Sauerstoffs auch 
nur an die eine Hauptvalenz des Eisens treten kdnnen. 


Stuttgart, im April 1910. 
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Uber Adenase und ihre Beziehung zu der Entstehung von 
Hypoxanthin im Organismus. 
Von 
Carl Végtlin und Walter Jones. 


(Aus den Laboratorien fiir Pharmakologie und physiologische Chemie, Johns Hopkins 
University). 
(Der Redaktion zugegangen am 23. Mirz 1910.) 


Im Verlaufe seiner bekannten Arbeit tiber den endogenen 
Ursprung der Harnséure bemerkt Burian,!) dab, wenn man 
das Hypoxanthin aus einem tiberlebenden Muskel eines Hundes 
durch Perfusion entfernt, an Stelle davon eine gleiche Menge 
dieser Base in dem Muskel produziert wird, sodafi die Menge 
dieses Bestandteils in dem Gewebe bestindig zu_ bleiben 
strebt. Seine Experimente waren selbstverstandlich so gehalten, 
dafi eine Einwanderung von Hypoxanthin aus anderen Teilen 
des K6érpers ausgeschlossen war. Daraus schlieft er, die 
Base im lebenden Korper fortwahrend gebildet wird aus einem 
unbekannten Vorlaufer, der kein Bestandteil der Leukocyten ist. 
Da die Menge des Hypoxanthins in der Perfusionsfliissigkeit 
sehr viel gréSer war nach Reiz, als nach einer Ruheperiode, 
nimmt Burian einen sicheren kausalen Zusammenhang zwischen 
Muskelreiz und der Produktion von Muskel-Hypoxanthin an. 

Kurz vor dem Erscheinen von Burians Publikation wurde 
gezeigt, dah das Hypoxanthin aus Adenin gebilket werden kann 
durch die desamidierende Wirkung eines Ferments,?) Adenase, 
welches in den wiisserigen LOsungen einer Anzahl tierischer 
Organe aktiv ist. Die weitere Untersuchung von diesem und 
einem andern weit verbreiteten Ferment, der Guanase,*) hat 
Resultate gegeben, welche die Bildung von Harnséure aus 
Leukocyten so gut erkliiren konnten, daf die Aufmerksamkeit 


') Burian, Diese Zeitschrift, Bd. XLII], S. 532. 
*) Jones, Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 101; Bd. XLII, S$. 35. — 


Jones und Winternitz, Bd. XLIV, S. 1. 
5) Jones und Partridge, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 343. 
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einige Zeit von Burians Arbeit abgelenkt wurde und man die 
Anwesenheit von Hypoxanthin in einem Organextrakt mehr 
oder weniger als Beweis fiir die Existenz von Adenase im 
Gewebe angesehen hat. In der folgenden kurzen Mitteilung 
beabsichtigen wir, einen starken Beweis zu liefern, dab die 
Entstehung von Hypoxanthin im Muskel unzweifelhaft bei Ab- 
wesenheit von Adenase vor sich geht. 

Es wird anerkannt, dafi ein wisseriges Extrakt von Hunde- 
muskel entweder frei ist von Adenase,!) oder dai deren Wir- 
kung so gering ist, dafi auf diese schwache Wirkung speziell 
Nachdruck gelegt werden muf}.?) Natirlich kann die Behauptung, 
dah ein Ferment aus einem bestimmten Gewebe abwesend ist, 
nur bedeuten, dah die analytischen Methoden, iiber die wir 
verfiigen, nicht genau genug sind, um in einer unverhiiltnis- 
mibig langen Zeit die Veriinderungen, die das Ferment verur- 
sacht, zu entdecken. Auch schlieft die Annahme, dafi ein 
Ferment abwesend sei, nicht aus, dafi so wenig davon da 
ist, daf Bedingungen eintreten, die seine Tatigkeit verhindern, 
ehe es Zeit gehabt hat, sich bemerkbar zu machen. Aus 
Uberlegungen dieser Art schien es ritlich, die Wirkung der 
Adenase in einem fermentarmen Gewebsextrakt zu beobachten, 
um zu sehen, ob irgendsolche retardierende oder zerstirende 
Faktoren entstehen. Es ist nicht leicht, einen Gewebsextrakt 
zu finden, der zu diesem Zweck gut geeignet ist. Im Vergleich 
mit der weit verbreiteten Guanase kommt eine aktive Form 
der Adenase selten vor. Man findet sie in den Organen des 
Ochsen, aber das Ferment fehlt entweder ganz oder ist nur in 
geringen Spuren vorhanden in Extrakten der meisten Organe 
des Kaninchens, Hundes oder Menschen. Auch in der Hefe 
kann sein Vorkommen nicht deutlich bewiesen werden. Im 
Muskelgewebe, wo sich das Hypoxanthin hauptsichlich bildet, 
fehlt das Ferment ganz besonders. In Muskelextrakten vom 
Hund, Schwein, Menschen, Ratte, Kaninchen und Ochsen ist 
es uns nur bei der letzten Spezies gelungen, die Gegenwart 
der Adenase nachzuweisen. Bei manchen Tierarten kann das 


1) Leonard und Jones, Journal of Biol. Chem., Bd. VI, S. 453. 
2) Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 254. 
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Ferment kaum in irgend einem Organextrakt nachgewiesen 
werden. Dies hat sich besonders bei der Ratte!) herausgestellt 
und stimmt gut zu Nicolaiers?) Beobachtung, da bei Ratten 
subkutan injiziertes Adenin oxydiert wird, aber ohne Desami- 
dierung zu den Nieren gelangt, wo es einen Niederschlag von 
(} Amido-2,8-dioxypurin veranlaBt.*) 
Nachdem wir eine gréfere Anzahl Gewebsextrakte unter- 
sucht hatten, fanden wir, daf Schweinemilz wohl geeignet fiir 
das Studium einer unzweifelhaften Spur von Adenase ist. Eine 
ungefihre Idee von der Armut dieses Gewebes an Adenase 
kann gewonnen werden, wenn man seine Wirkung mit der 
der Guanase von Kaninchenleber vergleicht. 200 ccm eines 
wisserigen Extraktes von Kaninchenleber mit 4 Teilen Wasser 
kann 100 mg Guanin ganz in Xanthin verwandeln in weniger 
als 15 Stunden, bei Zimmertemperatur. (Wir wissen noch 
nicht, wie viel weniger als 15 Stunden.) Ein ahnlicher Ex- 
trakt von Schweinemilz bedarf ungefaéhr 6mal soviel Zeit, um 
dieselbe Menge Adenin bei K6rpertemperatur zu verwandeln. 
Da wir gefunden haben, dafi Adenase bei 40° mindestens 30mal 
so aktiv ist, als bei 30°, so miifte man annehmen, daf die 
Reaktionsgeschwindigkeit in dem einen Fall 180mal so grof ist 
alsin anderen. Jedoch ist die Gegenwart von Adenase in Schweine- 
milz unzweifelhaft. Ihre Wirkung ist bei 40° schnell genug 
zu leichter Beobachtung und langsam genug, um nur als Spur 
des Fermentes betrachtet zu werden, wobei man erwartet, dab 
jeder Faktor, der eine merkliche Stérung auf das Ferment aus- 
iibt, der geringen Aktivitét des Gewebes ein Ende macht. 
Ein wisseriges Extrakt von Schweinemilz wurde bereitet mit 
4 Teilen Wasser, und nachdem es bei 20° 8 Stunden bei 6fterem 
Schiitteln gestanden hatte, wurde die wolkige Fliissigkeit abge- 
seiht (Chloroform wurde als Antiseptikum beniitzt). Zu 800 ccm 
dieser Fliissigkeit wurde hinzugefiigt 600 mg Adeninsulfat, das 


') Rohde und Jones, Journ. of Biol. Chem., Bd. VII, S. 237, 1910. 

*) Nicolaier, Zeitschrift f. klin. Med., Bd. XLV, S. 359. 

8) Uber neuere Literatur tiber die Verteilung der Purinfermente 
siehe Wells, The Purine Metabolism of the Monkey, Journal of Biological 
Chemistry, Bd. VII, S. 171. 
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in 100 ccm Wasser bei 40° gelést war mit soviel Natronlauge, 
daB die Fliissigkeit neutral war. Das Gemisch wurde bei 40° 
im Thermostaten digeriert, und nach verschiedenen Zeitriiumen 
wurde ein Viertel des gut gemischten Produkts zur Untersuchung 
entnommen. Die Analyse wurde auf die gewohnliche Art ge- 
macht. Die Basen wurden erst als Kupferverbindungen, dann 
als Silberverbindungen niedergeschlagen und das Adenin wurde 
mit Pikrinséure von dem Hypoxanthin getrennt. In dem Fil- 
trat vom Adeninpikrat wurde der Purinstickstoff bestimmt und 
die entsprechende Menge Hypoxanthin berechnet. Die Resultate 


sind in folgender Tabelle gegeben: 


Urspriinglich| Daraus Zeit Adenin- | Daraus | Hypo- 
vorhandenes| berechnet | der berechnet | 
Adeninsulfat| Adenin | Digestion | Pikrat | adenin | Xanthin 
mg mg Stunden mg mg | mg 
150 100 203 | 7 18 
150 100 43 196 | 50 32 
150 100 67 5 | 2 59 
| 
150 | 100 | 91 0 | 0 91 


Wenn man eine durchgeseihte Emulsion von Schweine- 
milz und Wasser mehrere Tage bei Zimmertemperatur stehen 
laft, so scheidet sich aus der tief blutroten filtrierbaren Lésung 
ein rotlicher Niederschlag ab. Bei weiterem Stehen setzt sich 
die Bildung des Niederschlages von Eiweifi und Farbstoff fort, 
bis schlieBlich ein filtrierter Teil keine rote Farbe mehr hat, 
sondern nur blafbraun ist. Dann hort der Niederschlag von 
Eiweif auf und die Losung kann wochenlang ohne anscheinende 
Verinderung aufgehoben werden. Man wiirde nicht erstaunt 
sein, zu finden, da{ diese Veranderungen und das lange Stehen 
die Adenase zerstirt hitten, aber die Resultate, die in der 
Tabelle weiter unten gegeben sind, zeigen, da die Aktivitit 
des Ferments nicht merklich verandert war. Die Lésung wurde 
hergestellt durch Filtration des triiben Extrakts, nachdem er 
35 Tage bei 30° gestanden hatte. Die Experimente wurden wie 
oben beschrieben angestellt und die Resultate waren genauer, 


J 

A 

i 

i 

4 

~ 

st 

<i! 

al 


254 Carl Végtlin und Walter Jones, 


weil bei Abwesenheit der von dem Extrakt abfiltrierten Eiweif- 
stoffe die in das Gerinnsel eingeschlossenen Mengen nicht so 
waren. 


Urspriinglich | Daraus Zeit Adenin- Daraus Hypo- 

vorhandenes | berechnet der k berechnet ; 

Adeninsulfat | Adenin Digestion ae Adenin xanthin 
mg mg Stunden mg mg mg 
150 100 24 218 81 21 
150 100 48 141 52 43 
150 100 | 72 62 21 71 
150 100 | 96 0 0 93 


Wahrend wir so die ununterbrochene Wirkung dieses 
spiirlichen Auftretens von Adenase in Schweinemilz geuau be- 
obachten konnten, wares Leonard und Jones unmoglich, irgend 
welche Tiatigkeit eines solches Ferments in einem Extrakt von 
Hundemuskel zu entdecken, selbst nach einer Digestion von 
25 Tagen. Es kann deshalb mit grofer Wahrscheinlichkeit aus- 
gesagt werden, dafi das Hypoxanthin von Hundemuskel, dessen 
Zusammenhang mit dem spezifischen physiologischen Charakter 
des Gewebes Burian nachwies, keinen direkten Konnex mit 
dem Ferment Adenase besitzt. Man kann noch weiter gehen, 
denn nach einer physiologischen Betrachtung tiber Muskeln im 
allgemeinen kann man mit einer gewissen Berechtigung an- 
nehmen, die Schlu8folgerungen in bezug auf Hundemuskel 
auf alle Muskeln anzuwenden sind, sowohl die willkiirlichen als 
die unwillkiirlichen, sogar auf Ochsenmuskel, welcher Adenase 
enthiilt. 

Um jeden Irrtum auszuschliefen in einer Sache, die von 
so weiter Bedeutung sein kann, beschlossen wir zu untersuchen, 
ob tiberlebender Hundemuskel eine erkennbare Spur von Adenase 
enthilt. Zu diesem Zweck wurden 3 Lésungen von defibri- 
niertem Hundeblut hergestellt. 

1. 200 ccm Blut und 800 cem Ringersche Lésung. Dies 
wurde verwendet, um das Gewebe sowohl vor als nach der 
Perfusion auszuwaschen. 
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2. 200 ccm Blut + 400 mg Adeninsulfat bei 40° in 
Wasser gelést mit soviel kaustischer Soda versetzt, um die L6- 
sung zu neutralisieren -+ hinreichend Ringersche Lésung, um 
eine Menge von 1 Liter zu ergeben. Diese Lisung wurde fiir 
die Perfusion gebraucht. 

3. Eine wie Nr. 2 hergestellte und behandelte Lisung, 
die aber nicht zur Perfusion diente. 

Loésung Nr. 2 wurde durch die isolierten Hinterbeinmuskeln 
eines Hundes hindurchgeleitet, indem sie durch die Aorta aldo- 
minalis hinein und durch die vena cava inferior herausstrémte. 
Die Perfusion wurde in der durch Burian beschriebenen Art 
gemacht und dauerte eine Stunde. Wéahrend des gréften Teils 
dieser Zeit bewiesen Zusammenziehungen, dah der Muskel lebte. 
900 ccm der Fliissigkeit wurden wiedererhalten. 

Die Perfusionsfliissigkeit samt dem Sptilwasser, ebenso wie 
die Kontrollfliissigkeit Nr. 3 wurden dann einer chemischen 
Priifung unterzogen. Nach Entfernung der Eiweifkérper durch 
Hitzekoagulation wurden die Purinkérper zuerst als Kupfer-, 
dann als Silberverbindungen niedergeschlagen. Das Filtrat von 
Chlorsilber wurde verdampft, um den Uberschuf8 von Salzsiure 
zu entfernen. Der so von der Perfusionsfliissigkeit erhaltene 
Riickstand léste sich glatt in Wasser bei 40°. Es blieb nur 
eine minimale Spur ungelister Substanz, welche die Andeutung 
einer Murexidreaktion gab, aber es war so wenig, da eine 
befriedigende Untersuchung nicht gemacht werden konnte. Die 
Losung, die den gréften Teil der Purinsubstanzen enthielt 
(Hypoxanthinfraktion), wurde mit einer sehr kleinen Menge 
Tierkohle behandelt, um eine Spur von suspendierter Substanz 


wegzubringen, und das Adenin mit Pikrinsaéure ausgefillt. 


Urspriing- Adeninpikrat 
liches aus der durch-| aus der aus der durch-| ays der 
eleiteten | eleiteten 
Adenin Fliissigkeit Kontrollprobe Elissigkeit | Kontrollprobe 
267 mg 610 mg | 665 mg 226 mg 246 mg 


Die beiden Filtrate vom Adeninpikrat wurden in derselben 
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Weise mit denselben Resultaten behandelt wie folgt: Nach 
Entfernung der Pikrinsiiure mit Ather und Schwefelsiure wurde 
Silberlésung zugesetzt. Dies bewirkte eine Triibung, welche 
beim Stehen tiber Nacht einen leichten Niederschlag ergab. 
Dieser wurde durch Salzsiiure auf gewo6hnliche Art zersetzt 
und schlieBlich eine «Hypoxanthinfraktion» erhalten, wie oben 
beschrieben. Pikrinsaéure erzeugte mit dieser Fliissigkeit sofort 
einen kleinen Niederschlag, welcher aus heifem Wasser in 
langen, makroskopischen, seidnen Nadeln krystallisierte, Schmelz- 
punkt 279° Die Substanz war unzweifelhaft Adeninpikrat, 
welches dem ersten Niederschlag mit Pikrinséure entgangen war. 
Das letzte Filtrat gab einen Niederschlag mit Silbernitrat und 
Ammoniak, aber so wenig, daf es aussichtslos schien, es zu 
identifizieren. Die Menge des Hypoxanthins ist also sicher nicht 
grofer in der Perfusionsfliissigkeit, welche Adenin enthielt, als 
durch Burian in einer adeninfreien Perfusionsfliissigkeit ge- 
funden wurde. 

Bei niiherer Uberlegung der hier auseinandergesetzten Tat- 
sachen diirfte es scheinen, als ob die Desamidasen und be- 
sonders Adenase bei der Bildung der endogenen Harnsiure nicht 
so sehr beteiligt sind, als man vorausgesetzt hat. Fiir diese Schluf- 
folgerung gibt es mehrere voneinander unabhiingige Beweise. 

1. Die Rattenorganextrakte zeigen nicht die Purinfermente, 
die zur Bildung von Harnsiiure ndotig sind, aber Rattenharn 
enthalt Harnsiure. 

2. Die Affenorganextrakte zeigen die Purinfermente, die 
zur Bildung der Harnsiiure nétig sind, aber der Affenharn ent- 
hiilt keine oder wenig Harnsiéure.') 

3. Ascoli hat eine physiologische Synthese von Harn- 
siiure ausgefiihrt, welche weder die Gegenwart eines Purin- 
ringes noch eines Purinferments voraussetzt.?) 

Wir haben nicht den Wunsch, die Wichtigkeit der Purin- 
fermente zu verkleinern, aber wir haben auch keine Neigung, 
ihnen eine griBere Bedeutung beizulegen, als sie verdienen. 


Wells, loc. cit. 
*) Ascoli und Izar, Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 347. 
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Uber das Agmatin. 
Von 


A. Kossel. ') 


Mit dem Namen Agmatin bezeichne ich eine Base von 
der Zusammensetzung C,H,,N,, welche ich bei der Verarbeitung 
von Heringssperma nach folgendem Verfahren aufgefunden habe. 

Vier Kilo Heringsmilch wurde mit 800 ccm Wasser, welches 
40 ccm konzentrierte Schwefelsiure enthielt, versetzt, 10 Stunden 
bei 4 Atmosphiiren im Autoklaven erhitzt. Das Reaktions- 
produkt wurde filtriert und das Filtrat zur Entfernung der 
Alloxurbasen in der schwefelsauren Loésung mit (Quecksilber- 
sulfat gefillt. Das abgenutschte Filtrat wurde mit soviel Queck- 
silbernitrat versetzt, bis mit Natriumcarbonat bei einer Tiipfel- 
probe gelbes Oxyd fiel, und dann mit Barythydrat gesattigt. Es 
schied sich ein volumindéser Niederschlag aus, welcher fast 
alle durch Phosphorwolframsaure fallbare Substanz enthielt. 
Dieser Niederschlag wurde abgesaugt, durch mehrmaliges An- 
reiben mit Wasser und Wiederholung des Absaugens mdglichst 
sorgfaltig ausgewaschen und bei Gegenwart von etwas Schwefel- 
siiure mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die Schwefelsiure wurde 
jetzt mit Baryt entfernt und die mit Salpetersiure angesduerte 
Lésung in der von mir zur Ausfallung des Arginins angegebenen 
Weise?) mit Silbernitrat versetzt, bis eine Tiipfelprobe mit Baryt- 
hydrat eine braungelbe Farbe zeigte. Der in saurer Losung ge- 
fiillte Niederschlag wurde entfernt und das Filtrat nach noch- 
maligem Zusatz von Silbernitrat mit Baryt gesattigt. Im ganzen 
waren 250 g Silbernitrat erforderlich. Der Niederschlag wurde 
abzentrifugiert, solange mit Wasser gewaschen, bis keine Sal- 


1) Der Heidelberger Akademie der Wissenschaften mitzeteilt am 
17. Mai 1910. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXV, S. 177. 
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petersiiure mehr nachweisbar war, und bei Gegenwart von 
Schwefelsdure mit Schwefelwasserstoff zerlegt. Die vom Schwefel- 
silber abfiltrierte Fliissigkeit wurde durch Baryt von Schwefel- 
siiure und durch Kohlenséure vom tiberschiissigen Baryt befreit. 

Diese Lésung enthielt eine Mischung verschiedener Pro- 
dukte, unter ihnen eine nicht unbedeutende Menge proton- 
artiger Kérper, welche nach weiterer Isolierung Biuretreaktion 
zeigten. Die Mischung drehte die Ebene des _polarisierten 
Lichtes nach links. Nach sechsstiindigem Kochen einer kleinen 
Probe mit starker Schwefelsiiure zeigte sie jedoch Rechts- 
drehung, offenbar war diese Inversion auf eine Spaltung der 
linksdrehenden Protone unter Bildung von rechtsdrehendem 
Arginin zu beziehen. 

Zur weiteren Untersuchung wurde die Lésung mit Pikrin- 
siiure gefallt. Hierbei fielen zunaéchst amorphe Niederschlage 
von Protonpikrat, denen sich bei weiterem Zusatz von Pikrin- 
siiureldsung bald kleine Krystallaggregate beimischten. Diese 
lieBen sich von den amorphen Pikraten durch mehrfaches Um- 
lésen einigermafen trennen, da sie in Wasser leichter léslich 
waren. Das mehrfach umkrystallisierte Pikrat wurde nun durch 
Ausschiitteln mit verdiinnter Schwefelsiure und Ather in das 
Sulfat und dies durch Baryt und Kohlensaéure in das Carbonat 
verwandelt. 

Das Carbonat scheidet sich zunachst aus der konzen- 
trierten L6sung langsam in Form kreidiger Massen ab, die 
ziemlich schwer in Wasser léslich sind und sich nach mehr- 
fachem Umkrystallisieren in feine rosettenformig angeordnete 
Krystallblittchen verwandeln. Die etwa 4°/oige wiasserige 
Loésung des Carbonats im Dezimeterrohr ein optisches 
Drehungsvermégen nicht erkennen. Aus diesem Carbonat 
konnten nun die tibrigen Salze des Agmatins erhalten werden. 
AufSer dem Pikrat und dem Carbonat wurden als krystallisierte 
Verbindungen erhalten: das Chloraurat, das Chloroplatinat, 
das Chlorhydrat und das Sulfat. Fiir die Analyse erwies sich 
das Chloraurat und das Sulfat am meisten geeignet. 

Fiigt man zu dem in Alkohol aufgeschwemmten Agmatin- 
carbonat einige Tropfen konzentrierte Salzsiure, so lést sich 
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das Salz unter Kohlenséureentwicklung schnell auf. Setzt man 
nun zu der alkoholischen Lésung Ather hinzu, so scheidet 
sich das Chlorhydrat in krystallisierter Form ab. Das Chlor- 
hydrat ist in Wasser sehr leicht léslich. Setzt man zu einer 
hinreichend konzentrierten wisserigen Lésung dieses Salzes, 
welche iiberschtissige Salzsiiure enthilt, eine LOsung von Gold- 
chlorid, so scheidet sich das Agmatinchloraurat langsam 
in Form gelber Nadeln ab. Dieselben lieBen sich aus Wasser 
umkrystallisieren und gaben nach dem Trocknen im Vakuum 


bei 60° folgende Analysenwerte. 
1. 0,1643 g Substanz gab 0,0462 g CO, und 0,0327 g H,O, d, i. 7,67% C 


und 2,21 °%/o H. 
2. 0,1947 g Substanz gab 12,2 ccm N bei 16° und 736 mm Bar., 
d. i. 7,07 %o N. 
3. 0,1589 g Substanz gab 0,0769 g Au, d. i. 48,39°/o Au. 
4, 0,1215 » > » ©0,0587 >» » di. 48,31°%o » 
5. 0,1467 > > 0,0709 » » d. 1. 48,33°o » 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,, 2HCI, 2 AuCl,: 
C 7,67 7,41 
H 2,21 1,97 
N 7,07 6,91 
Au 48,39, 48,31, 48,33 48,68 


Das Agmatinsulfat wurde zum Teil aus dem Chlor- 
hydrat gewonnen, indem die Lésung dieses Salzes durch einen 
geringen Uberschuf8 von Silbersulfat vom Chlor befreit und 
das tiberschiissige Silber durch Schwefelwasserstoff entfernt 
wurde. Die eingedampfte Lésung schied auf Zusatz von AIl- 
kohol das Sulfat als eine sirupése, schnell krystallisierende 
Masse ab. Das Sulfat konnte auch direkt aus dem Carbonat 
durch Auflésung in wenig verdiinnter Schwefelsiiure und Fal- 
lung mit Alkohol dargestellt werden. 

Zur weiteren Reinigung wurde der durch Alkohol erhal- 
tene Niederschlag in wenig heifem Wasser gelést und mit 
erwarmtem Methylalkohol bis zur beginnenden Triibung versetzt. 
Es schieden sich allmahlich zentimeterlange, stark doppelbre- 
chende Nadeln ab, welche bei 224—225° (unkorr.) zu einer 
farblosen Fliissigkeit schmolzen. 

Das bei 100° getrocknete Sulfat gab bei der Analyse 
folgende Zahlen. 
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1. 0,1444 g Substanz gab 0,1404 g CO, und 0,0925 g H,0, 
d. i, 26,52°/o C und 7,12% H. 
2. 0,1098 g Substanz gab 23,2 ccm N bei 12° und 750 mm Bar., 


d. i. 24,71 %/o N. 
3. 0,1098 g Substanz gab 0,1112 g BaSQ,, d. i. 42,54°/o H,SO,. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,N,, H,SO,: 
* 26,52 26,31 
H 7,12 7,02 
N 24,71 24,56 
H,SO, 42,54 42,98 


Das Sulfat ist in Wasser ziemlich leicht léslich, in Alkohol 
unloslich oder sehr wenig loslich. 

Auch das Chloroplatinat ist in Wasser leicht léslich. Von 
den oben erwihnten Salzen ist das Pikrat am wenigsten lis- 
lich. Versetzt man auf dem Objekttraiger einen Tropfen der 
Loésung des Chlorhydrats mit einem Tropfen Natriumpikrat- 
l6sung, so bemerkt man unter dem Mikroskop die Ausscheidung 
kurzer, kleiner, stark doppelbrechender Nadeln. Auch durch 
Phosphorwolframsiiure wird das Agmatin gefiillt. 

Da die Menge des bisher dargestellten Agmatins nur eine 
geringe war, konnten die Verbindungen dieser Base noch nicht 
in wiinschenswerter Vollstiindigkeit untersucht werden. Wenn 
dies geschehen ist, wird man auch voraussichtlich imstande 
sein, eine bequemere Darstellungsweise ausfindig zu machen. 

Die Vergleichung der Formel des Agmatins mit der des 
Arginins zeigt, daB ersteres um CO, drmer ist als das 
letztere. Es ergibt sich also hier beztiglich der Bruttoformel 
des Agmatins zu der des Arginins dasselbe Verhiltnis, in 
welchem das Isoamylamin zum Leucin, das Phenylaéthylamin 
zum Phenylalanin und das Putrescin und Cadaverin zum Or- 
nithin und Lysin stehen. Zieht man nun in Erwagung, daf ein 
grober Teil des Stickstoffs der Testikelmasse in Form des Ar- 
ginins enthalten ist, so wird man geneigt sein, eine genetische 
Beziehung beider Basen anzunehmen. Wenn das Agmatin durch 
eine fermentative Abspaltung von Kohlenséure aus dem Arginin 
hervorgeht, so mu ihm die Konstitution eines Amidobutylen- 
guanidins zugeschrieben werden, wie die folgenden Formeln 


zeigen: 
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NH, NH, 
CNH CNH 
\ 
NH NH 
| | 
CH, CH, 
| | | 
CH, CH, 
| | 
CH, CH, 
| 
CHNH, CH,NH, 
COOH 
Arginin. Agmatin. 


Diese Strukturformel steht mit den bisher bekannten Eigen- 
schaften des Agmatins im Einklang und sie ist den bereits in 
Angriff genommenen Versuchen iiber die Konstitution und tiber 
die Bildung aus Arginin zugrunde gelegt worden. 
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Zur Frage der Bedeutung des Eisens fir die tierischen 
Oxydationen. 
Von 


Ernst Masing. 


(Aus der Zoologischen Station in Neapel und der Medizinischen Klinik in Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Mai 1910.) 


Es ist mehrfach die Ansicht vertreten worden, daf die 
Oxydationsprozesse der tierischen Zelle durch einen eisen- 
haltigen Komplex vermittelt werden. Als Analogon konnte 
dabei auf das Hiimoglobin hingewiesen werden, dessen eisen- 
haltiger Kern doch wahrscheinlich die Hauptrolle bei der Sauer- 
stoffiibertragung im Blute spielt. Auch die Beobachtungen von 
Manchot!) tiber die Autoxydation des Ferrosulfats diirften 
dafiir sprechen. 

Spitzer?) lieB Zellen und Organextrakte, die Nucleo- 
proteide enthielten, auf H,O, einwirken und fand stets eine 
starke Zersetzung von H,O,; daraus schlieBht er auf die Fihig- 
keit seiner Priiparate, Sauerstoff zu tibertragen. Am _ wirk- 
samsten waren aus der Leber extrahierte Nucleoproteide. In 
allen wirksamen Praparaten lief sich Eisen nachweisen; wurde 
ein Nucleoproteid gespalten, so hatte nur das eisenhaltige Spal- 
tungsprodukt die Fahigkeit zu katalysieren (S. 651, 652). 

Diese Befunde von Spitzer sind nun die Hauptstiitze 
der Hypothese von der Bedeutung des Eisens fiir die Oxy- 
dationen geworden. — Die Voraussetzung ihrer Allgemeingiiltig- 
keit ist natiirlich, dafB das Eisen konstant in der tierischen Zelle 
vorkommt; das ist denn auch von verschiedenen Seiten behauptet 
worden, und zwar soll besonders der Zellkern Eisen fiihren. 

So will Macallum*) auf mikrochemischem Wege durch 
Behandlung mit Schwefelammon und Glycerin maskiertes Eisen 
in allen Zellkernen nachgewiesen haben; er kommt zum SchluB, 
da das Chromatin der Histologen stets Eisen enthalte. Ahnlich 


1) Zeitschrift fiir anorg. Chemie, Bd. XXVII, S. 420. Zitiert nach 
Loeb, «Dynamik der Lebenserscheinungen», S. 34. 

*) «Die Bedeutung gewisser Nucleoproteide fiir die oxydative Leistung 
der Zelle»>, Pfliigers Archiv, Bd. LXVII, S. 615. 

*) «Das Eisen in Geweben und Zellen», Asher-Spiros Fortschritte 
der Physiologie, 7. Jahrg., 1908, S. 568. 
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urteilt Hammarsten,') wenn er in seinem Lehrbuche sagt: 
«Die Nucleine enthalten Eisen in verhiltnismiabig reichlicher 
Menge». Bei seinen Untersuchungen tiber die Lachsmilch war 
schon friiher Miescher*) auf einen Kérper, den er «Karyogen>» 
nannte, gestoBen; freilich stellte es sich entgegen Mieschers 
urspriinglicher Ansicht spiter heraus, daB das «Karyogen» eisen- 
frei ist.3) Auch Sauerland*) hat in einer kiirzlich erschienenen 
Arbeit in mehreren Nucleinsaéurepriiparaten und in den Képfen 
von Heringssperma Eisen vermift. Immerhin lift dieses an 
Zellbestandteilen gewonnene negative Ergebnis durchaus die 
Moglichkeit offen, dai die ganzen Zellen doch Eisen enthielten. 

Daher erlaube ich mir, einige im Laufe des Jahres 1909 
an nicht vorbehandelten ganzen Zellen ausgefiihrte Kisenbestim- 
mungen kurz mitzuteilen. Bei der Wahl des Materials waren drei 
Bedingungen zu erfiillen: Die Zellen muBbten frei von st6renden 
Verunreinigungen (z. B. Himoglobin) sein; sie muften reichlich 
Kernstoffe enthalten, da das Eisen ja in den Kernen sitzen soll; 
endlich war es wiinschenswert, daB sie einen lebhaften Sauer- 
stoffverbrauch hatten, da quantitative Beziehungen zwischen Eisen- 
gehalt und Sauerstoffiibertragung denkbar waren. Die Geschlechts- 
produkte niederer Tiere erschienen daher am geeignetsten. 

A. Es wurden dicke Suspensionen von Seeigelsperma 
(Arbacia pustulosa) in etwas Seewasser hergestellt, die 10 bis 
50 Millionen Spermatozoen®) in 1 qmm enthielten. 10 bis 
20 Milliarden hatten einen nach Winkler®) bestimmten Sauer- 
stoffverbrauch von etwa 0,4—0,5 mg O, pro Stunde’) (5 bis 
6 ccm "/100-Thiosulfatlésung). 


‘) Lehrbuch der physiol. Chemie, Wiesbaden 1904, 5. 126. 

*) Die physiolog. u. histochemischen Arbeiten von F. Miescher, 
Leipzig 1897, S. 112 u. a. O. 

5) Den Hinweis hierauf verdanke ich der Freundlichkeit von Herrn 
Prof. Schmiedeberg; vg]. Miescher-Schmiedeberg, Arch. f. experi- 
ment. Pathol. u. Pharmak., Bd. XXXVII, S. 142, und Schmiedeberg, 
ibidem, Bd LVII, S. 316. 

4) «Uber den Eisengehalt der echten Nucleinsiiure>, Diese Zeit- 
schrift, Bd. LXVI, S. 16. 

5) In der Thoma-Zeifischen Zahlkammer abgeschatzt. 

°) cf. Treadwell, Analyt. Chemie, Bd. II, S. 565. 

7) Diese Werte entsprechen annadhernd den von Warburg (Diese 
Zeitschrift, Bd. LVII, S. 10) gefundenen. 
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1. 20 ccm Sperma nach Neumann!) verascht und weiter- 
behandelt ergaben nur unmefbare Spuren Fe. 

2. 40 ccm Sperma, ebenso behandelt, ergaben etwas deut- 
lichere Spuren. 

Da die Reagenzien nicht ganz eisenfrei zu erhalten waren, 
sind diese Angaben jedenfalls noch zu hoch. 

3. 20 cem Sperma und 20 ccm Seewasser mit dem Neu- 
mannschen Sauregemisch verascht gaben beide (nach mabiger 
Verdiinnung mit Wasser) Spuren von Rotfarbung mit Rhodan- 
kali, vielleicht die Spermaasche ein wenig mehr als das See- 
wasser. 

b. 60 cem Seeigeleier in dicker Suspension verascht gaben 
eine ganz geringe Rotfairbung mit Rhodankali, die ebenso stark 
ist wie die des verwandten Séuregemisches. 

C. 15 ecm Lachssperma (1 cem enthalt 18,9 mg N) — 
durch Streichen aus dem Hoden ausgedriickt — wurden nach 
Neumann verascht. Die auf 60 cem verdiinnte Aschenlosung 
gab sehr schwache Rosafirbung mit Rhodankali. Eine mit 
H,SO, stark angesiuerte Standardlésung von 0,03 mg Fe in 
100 ccm H,O gab stiérkere Rhodanreaktion. Also sind in 15 ccm 
Sperma jedenfalls weniger als 0,02 mg Fe enthalten.?) 

In den untersuchten Objekten waren also nur Spuren 
von Eisen vorhanden; wahrscheinlich sind diese Spuren als 
Verunreinigungen aufzufassen, denn in Versuch A3 und B 
gaben Seewasser und das Veraschungsgemisch fast die gleiche 
Rhodanfarbung wie die Aschenlésung. Ganz sicher laft sich 
das vollstiindige Fehlen von Eisen ja nicht behaupten. Immer- 
hin fehlt aber nach diesen Ergebnissen der Ansicht, dafi das 
Chromatin der Zelle stets Eisen enthalte und dai die Oxy- 
dationsprozesse an die Gegenwart von Eisen gebunden seien, 
der reale Boden. 


') Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII; Archiv f. Physiol., 1900, S. 159, 
und 1902, S. 362. 

?) Hieraus ergibt sich, daf— auch Sperma hamoglobinfihrender 
Tiere sich in bezug auf den Fe-Gehalt ebenso verhalt wie Seeigelsperma. 
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Zur Kenntnis der peptolytischen Fermente verschiedener 
Krebse und anderer Tumorarten. 


III. Mitteilung. 


Von 


Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Vol.-Assist. of the 
Imperial Cancer Research Fund, London. 


Mit 51 Tafeln. 
(Aus dem Imperial Cancer Research Fund, London, und dem physiologischen Institute 
der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Mirz 1910.) 


Wir haben unsere Versuche iiber die Art und die Wir- 
kungsweise der Fermente von Tumorzellen fortgesetzt, um auf 
diesem Wege einen Einblick in den Stoffwechsel dieser eigen- 
artigen Gewebe und damit auch in ihre Bedeutung fiir den 
Organismus zu erhalten. Gleichzeitig haben wir umfassende 
Untersuchungen tiber den chemischen Bau dieser Zellarten unter- 
nommen. Wir berichten zunichst tiber das Vorkommen pepto- 
lytischer Fermente in den Tumorzellen. Es interessierte uns, zu 
erfahren, ob die Geschwulstzellen — Carcinom und Sarkom — 
eine reichlichere oder eine verringerte Fermentwirkung entfalten 
als «normale» Gewebe des Trigers der Geschwulst, d. h. wir 
suchten quantitative Unterschiede festzustellen. Vor allem galt 
es aber, zu verfolgen, ob qualitative Unterschiede vorhanden 
sind, d. h. ob die peptolytischen Fermente normaler Gewebe und 
von Geschwulstzellen Polypeptide und Peptone in gleicher Weise 
Stufe um Stufe abbauen, oder ob hier Unterschiede auftreten. 
Dieses Problem ist in der friiheren Arbeit!) schon ausfiihrlich 


') Emil Abderhalden, A. H. Koelker und Florentin Medi- 
greceanu, Zur Kenntnis der peptolytischen Fermente verschiedenartiger 
Krebse und anderer Tumorarten. Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S. 145, 1909. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. LXVI. 18 
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erortert. Wir wiahlten Seidenpepton. Wir werden 
diese Versuche mit komplizierteren Polypeptiden wiederholen. 

Leider verfiigen wir zurzeit noch nicht tiber Methoden, 
die uns gestatten, die Fermente als solche zu isolieren. Immer 
handelt es sich nur um eine Gewinnung von fermenthaltigen 
Produkten. Stets besteht die Gefahr, die Fermente bei ihrer 
Isolierung zu schiidigen, andernteils ist es oft schwierig, die 
richtigen Bedingungen fiir das Optimum ihrer Wirkung zu 
treffen. Solange wir die Fermente ihrer Natur nach nicht 
kennen, werden wir quantitative Versuche tiber Ferment- 
wirkung stets mit einer gewissen Reserve aufzunehmen haben. 
Wir miissen uns zurzeit bei vergleichenden Versuchen darauf 
beschranken, die Fermente aus Geweben unter moglichst 
gleichartigen Bedingungen zu isolieren. Wir wahlten Pref- 
siifte von blutfreien Geweben und zwar verwendeten wir stets 
moglichst gleiche Mengen von Quarzsand und Kieselgur be- 
rechnet auf die Gewichtsmenge Organ. Um einen Anhalts- 
punkt fiir eine Vergleichung auf gleicher Basis zu haben, haben 
wir zu unseren Versuchen die Menge der zu den Spaltungs- 
versuchen verwendeten Prefsifte auf ihren Stickstoffgehalt 
bezogen, d. h. wir verwendeten stets gleichviel Stickstoff ent- 
haltende Fermentlésungen zu den vergleichenden Versuchen. 

Wir wissen, da8 im PreBriickstand stets Fermente zuriick- 
bleiben, und dafi dadurch Fehler bei quantitativen Versuchen 
moglich sind. Durch die Beziehung auf den Stickstoffgehalt 
suchten wir, uns vor dieser Fehlerquelle zu schiitzen. Wir 
wollen gleich betonen, da$ wir nur dann ein Urteil tiber Unter- 
schiede in der Wirksamkeit von Fermentlésungen zu fallen 
wagten, wenn diese sich immer und immer wieder in gleichem 
Sinne wiederholten. 

All die gemachten Einwiinde kommen bei den qualitativen 
Versuchen nicht in Betracht. Durch sehr viele Versuche haben 
wir festgestellt, daB die Konzentration der Fermentlésung keinen 
Einflu{ auf die Art des Abbaus von Peptonen und Polypep- 
tiden hat. 

lm folgenden sind die untersuchten Tumorarten  be- 
schrieben : 
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Rattentumoren. 


Tumor J.R.S. 

Spindelzelliges Rattensarkom: Gehtin 70—100°/0 der 
Falle an und wiaichst rasch. Aus einer initialen Dosis von 0,05 g 
(mit der Spritze geimpft) erhalt man bis 30 g schwere Tumoren 
in 3 Wochen. Das Sarkom zeigt verhiltnismiéfig sehr geringe 
Nekrosen; haufig tritt Resorption selbst von 10—12 g schweren 
Geschwiilsten ein. Nicht selten beobachtet man, dal die Ge- 
schwtilste in Wachstumsstillstand geraten. 


Tumor F.R.C. 


Rattencarcinom: Impfausbeute 90—100°/) — wiichst 
sehr langsam. Eine Impfdosis von 0,015 (mit der Nadel unter 
die Haut eingespritzt) wird gewohnlich in 4 Wochen zu einem 
4g schweren Tumor. Diese Geschwulst zeigt immer ein reich- 
lich entwickeltes Bindegewebe. 


Mausetumoren. 


Tumor «63>. 


Adenocarcinom mit alveolarem Charakter: Geht 
beim Uberimpfen in 80—100°/o der Fille an und wiichst sehr 
schnell. Nach Einspritzung von 0,05 g der Geschwulst erhiilt 
man nach ca. 20 Tagen 3—3!/2 g schwere Tumoren. Eine 
Resorption der Geschwulst tritt selten ein. 

Tumor «91>. 


Adenocarcinom mit ausgeprigt acinédsem Cha- 
rakter: Geht gewohnlich in 75°/o der Faille an und zeigt ein 
sehr langsames Wachstum. Initialdosen von 0,015 g des Tu- 
mors wachsen zu 1 g schweren Geschwiilsten in einem Monat. 
Dieser Tumor zeigt fast gar keine Nekrose und wird selten 
resorbiert. 

Tumor «J». 

Adenocarcinom, welches gewodhnlich in 70—100°/o 
der Impffalle angeht, rasch wachst (aus Initialdosen von 0,015 g 
entstehen bis 5 g schwere Geschwiilste nach 14 Tagen) und 
sehr nekrotisch wird. In der letzten Zeit beobachtete man 
ziemlich hiiufig Resorptionen in diesem Stamme. 
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Tumor «B». 

Adenoecarcinom charakterisiert durch hohe Angangs- 
fiihigkeit (80—100°/o), rasches und regelmafiges Wachstum. 
Aus Impfdosen von 0,015 g (mit der Nadel geimpft) entstehen 
nach 3 Wochen 3 g schwere Geschwiilste — Tumor «Bb» zeigt 
im allgemeinen duberst geringe Nekrose und wird selten re- 
sorbiert. 

Als wichtigere technische Momente bei der Ausfiihrung 
der einzelnen Versuche sind folgende Punkte hervorzuheben. 
Sie wurden mit strengster Genauigkeit und Gleichmibigkeit 
berticksichtigt. 

Die untersuchten Gewebe wurden zuerst in gréfere Stiicke 
zerschnitten und mit physiologischer Kochsalzlésung blutfrei 
gewaschen. Fiir die blutreichen Gewebe war sanftes Auspressen 
zwischen den Fingern und Turbinieren notig. 

Die gewaschenen Gewebsstiicke brachten wir auf Filter- 
papier, lieBen die Waschfliissigkeit abflieBen, zerrieben sie mit 
Sand, nahmen den brei mit Kieselgur auf und preBten den- 
selben in Segeltuch bei 300 Atmospharen Druck aus. 

sindegewebsreiche Gewebe, speziell das Rattensarkom, 
lieben sich als gr6Sere Stiicke nicht leicht mit Sand zerreiben. 
Daher zerkleinerten wir sie vorher mittels einer kleinen Hack- 
maschine (nach Haaland), welche im Londoner Institut bei 
der Transplantation vieler Geschwiilste gebraucht wird. 

Unsere Aufmerksamkeit war vor allem auch darauf ge- 
richtet, daB die Mengen Sand und Kieselgur in allen Versuchen 
verhiiltnismabig dieselben waren, namlich: 

‘2 des Gewichts des angewandten Gewebes Sand und 

Vor der Anstellung des Versuches lieben wir die Preli- 
siifte unter Toluol bei 38° C. im allgemeinen 15—16 Stunden 
autolysieren und {filtrierten sie. Die Filtrate waren immer klar. 

In allen Siiften bestimmten wir den Stickstoff- und Trocken- 
substanzgehalt, um die Raschheit der Fermentwirkung auf eine 
bestimmte Gréfe beziehen zu k6nnen. 

Wiederholungen der Versuche unter genau denselben 
Bedingungen zeigten in den meisten Fallen Unterschiede im 
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Gehalt der Prefsiifte sowohl an Stickstoff als auch an Trocken- 
substanz. Eine Reihe von Versuchen wurde deshalb in folgender 
Weise modifiziert. 

Wir bestimmten zuerst den Stickstoffgehalt des autoly- 
sierten und filtrierten Prefsaftes — wofiir in allen Fiillen 
3 Stunden geniigten — und regelten die Quantitiiten der an- 
gewandten Prefisifte dermafen, daf die Stickstoff-Konzentration 
immer dieselbe war. Wad&hrend dieser 3 Stunden standen die 
PreBsiifte im Eisschrank. 

Die 10 cm langen Beobachtungsréhren, mit einer Kapa- 
zitét von 8,5 cem, wurden die ersten 6—12 Stunden im Wasser- 
bad bei 38° C. gehalten und nachher im Thermostaten bei 
demselben Warmegrad aufbewahrt. Die Uberschichtung mit 
Toluol wurde fortwiihrend kontrolliert. 

Wir bemiihten uns, méglichst alle Versuche von Tumor- 
gewebe parallel mit solchen von normalen Geweben durch- 
zufiihren. 

Die angewandten Dipeptide und das Seidenpepton wurden 
in physiologischer Kochsalzlésung (9°/oo) gelést. Die Verdiin- 
nung der Mischungen der Prefsifte mit den erwiihnten Sub- 
stanzen auf 8,5 ccm erfolgte ebenfalls mit physiologischer Koch- 
salzlosung. 

Um Blutserum von Mausen und Ratten zu gewinnen, 
verfuhren wir so, dai wir das Blut, nach K6épfen der Tiere 
mittels einer scharfen Schere, steril in Petrischalen  auf- 
fingen und dann 3 Stunden im Eisschrank stehen liefen. Das 
abgetrennte und filtrierte Serum wurde sofort angewendet. 
Dabei ist zu erwaihnen, daf in den meisten Fiillen die Tiere 
nicht narkotisiert wurden. 

Die von uns ausgefiihrten Versuche sind viel zu zahlreich 
(ca. 150), als daB sie alle hier angefiihrt werden konnten. Wir 
miissen uns damit begniigen, fiir jede Serie einen einzelnen 
Versuch hier anzufiihren, und zwar entspricht der angefiihrte 
Versuch stets einer Reihe ganz gleichartig verlaufener, wenn 
nicht eine besondere Bemerkung angebracht ist. 


i 
fe 
q 
i 
7 
4 
‘ 


270 Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, 


I. Versuche an Ratten. 
A. Normales Gewebe. 


1. Versuche mit dl-Leucyl-glycin. 
a) Spaltung mit Leberpref&saft von normalen 
Tieren. Vgl. Kurve 3—5. Es ergab sich eine deutliche Spaltung. 
b) Spaltung mit dem Prefsaft neugeborener 
Ratten. Vgl. Kurve 6—9. Auch hier ist der Abbau sehr 
deutlich zu sehen. Auffallend ist die oft 24 Stunden dauernde 
Latenz, ehe die Spaltung energisch einsetzt. 
c) Spaltung mit dem Prefisaft von Lebern tumor- 
tragender Tiere. 
a) Sarkom: Vgl. Kurve 10—12. 
8) Carcinom: Vgl. Kurve 24—26. 
Uberall trat Spaltung ein. 


2. Versuche mit Glycyl-l-tyrosin. 
a) Spaltung mit Leberprefisaft von normalen 
Tieren. Vgl. Kurve 28—31. 
b) Spaltung mit dem PreSsaft neugeborener 
Tiere. Vgl. Kurve 32—35. 
c) Spaltung mit dem Prefsaft von Lebern tumor- 
tragender Tiere. 
a) Sarkom: Vgl. Kurve 36—39. 
8) Carcinom: Vgl. Kurve 52—53. 
3. Versuche mit Seidenpepton. 
a) Spaltung mitdem Leberprefsaft normaler Tiere: 
Vel. Kurve 54—57. 
b) Spaltung mit dem Prefisaft junger Ratten: 
Vgl. Kurve 58—d9. 
c) Spaltung mit dem Leberprefsaft tumortragen- 
der Tiere: 
a) Sarkom: Vgl. Kurve 60—63. 
8) Carcinom: Vgl. Kurve 68—71. 


B. Tumorgewebe. 
1. Sarkom. 
a) dl-Leucyl-glycin: Vgl. Kurve 14—23. 
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b) Glycyl-l-tyrosin: Vgl. Kurve 40—S1. 
c) Seidenpepton: Vgl. Kurve 64—67, 72—81. 
2. Carcinom: 
dl-Leucyl-glycin: Vgl. Kurve 27. 
Anhang. 
1. Verhalten des Blutserums normaler Ratten gegen: 
a) dl-Leucyl-glycin: Kurve 88—89. 
b) Glycyl-l-tyrosin: Kurve 82-—83. 
c) Seidenpepton: Kurve 84—87. 
2. Verhalten des Blutserums tumortragender (Sarkom) 
Ratten gegen: 
a) dl-Leucyl-glycin: Kurve 90—101, 109—110. 
b) Glycyl-l-tyrosin: Kurve 102—108. 
Es zeigt sich eine raschere Spaltung als im Parallelversuch 
mit Serum von normalen Tieren. 
II. Versuche an Mausen. 
A. Normales Gewebe. 
1. Von normalen Mausen: 
a) dl-Leucyl-glycin: Kurve 1—2. 
b) Glyeyl-l-tyrosin: Kurve 3—4. Der Abbau ist hier 
ein wesentlich geringerer als bei den entsprechenden Versuchen 


mit Rattenlebern. 
c) Seidenpepton: Kurve 5—14. Der Abbau des Seiden- 


peptons erfolgt stets in der gleichen typischen Weise. 


2. Von tumortragenden Miausen: 

a) Glycyl-l-tyrosin: Kurve 17—18. 

b) Seidenpepton: Kurve 15—16, 18a und 18b, 19—22. 
B. Tumorgewebe. 
1. Tumor «J»: 

a) dl-Leucyl-glycin: Kurve 22a und b, 23—25. 

b) Glycyl-l-tyrosin: Kurve 22¢ und d. 

c) Seidenpepton: Kurve 26—31. 
2. Tumor «63>: 

a) Glycyl-l-tyrosin: Kurve 32—33. 

b) Seidenpepton: Kurve 34—37. 
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3. Tumor «91>: 
a) Glyeyl-l-tyrosin: Kurve 38—39. 
b) Seidenpepton: Kurve 40—41. 
4. Tumor «B>: 
a) dl-Leucyl-glycin: Kurve 42—47. 
b) Glyeyl-l-tyrosin: Kurve 48—9d1. 
c) Seidenpepton: Kurve 52—55. 
Anhang. 
A. Verhalten des Blutserums normaler Mause zu 
Glycyl-l-tyrosin: 
Kurve 56—57. Das Serum baut dieses Dipeptid ebenso 
ab, wie das Serum von Ratten. 
B. Verhalten des Blutserums tumortragender Tiere zu: 
a) Glycyl-l-tyrosin: Kurve 58—59. 
b) Seidenpepton: Kurve 60—65. 
Beobachtungen, welche auf eine Synthese hindeuten: 
Kurve 1—2. 


Tumor «63>. 
0,5 ccm Saft, 
3,0 » Glycyl-l-tyrosin-Lésung ('/2000-Mol.), 
3,5 » physiol. Kochsalzlésung. 


Zeit. Abgelesener Winkel. Zeit. Abgelesener Winkel. 
5 Minuten +- 0,72° 30 Stunden + 0,29° 
30. > +. 0,68° 320 > +. 0,35° 
60 + 0,64° 48 > +. 0,42° 
2 Stunden +. 0,62° d0 > + 0,41° 
4 . +- 0,63° 56 > + 0,45° 
6 +. 0,62° 60» + 0,48° 
+ 0,59° 74 > +. 0,58° 
12 4+. 0,55° +. 0,65° 
+- 0,30° + 0,52° 
+. 0,30° 100 > 4- 0,48° 
+. 0,28° 112 +. 0,26° 


Anmerkung: Zu den Versuchen mit Geweben von Mausen sind 
zwei verschiedene Priiparate von Seidenpepton verwendet worden. Das 
eine wurde in 8°oiger Liésung, das andere in 10°/oiger Lisung an- 
gewandl. 
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Tumor «63>». 
0,5 ccm Saft, 
3,0 » Glycyl-l-tyrosin-Lésung ('/2000-Mol). 
3,0 » physiol. Kochsalzlésung. 


Zeit. Abgelesener Winkel. Zeit. Abgelesener Winkel. 
5 Minuten +- 32 Stunden +. 0,82° 
30 > +. (),72° 36 » +- 0,38! 
60» 0,72° 43 +- 0,48° 
2 Stunden +- 0,62° D4 » + 052° 
ho > +- 0,58° 60 +- 0,65" 
6 > +- 0,58° 74 » (),67° 
if 0,42° 82» +. 0,56° 
+ 0,30" 96» 0,41° 
26» +. 0,28 100s 4. 0,38° 
28 > -++- 0,22° 112 » +- 0,38° 


Aus den vorliegenden Versuchen ergeben sich die fol- 
genden SchluBfolgerungen: 

1. Die verschiedenartigen Tumorzellen der verschiedenen 
Tierarten besafen ohne Ausnahme peptolytische Fermente. Ihre 
Anwesenheit wurde mit Hilfe der Dipeptide dl-Leucyl-glycin, 
Glycyl-l-tyrosin und von Seidenpepton (zwei Arten) festgestellt. 

2. Bei der Vergleichung der Wirkung des Prefisaftes von 
Geweben (Leber) normaler Tiere derselben Tierart mit der- 
jenigen des Prefisaftes aus den entsprechenden Geweben tumor- 
tragender Tiere ergaben sich im allgemeinen keine typischen 
Unterschiede. Ausnahmsweise wurde gegentiber Seidenpepton 
ein anderes Verhalten beobachtet. 

3. Der Prefisaft der Tumoren zeigte selbst innerhalb 
des gleichen Tumorstammes kein konstantes Verhalten. 
Bald war der Abbau der angewandten Dipeptide und des Seiden- 
peptons entschieden beschleunigt, in anderen Fiillen war im 
Gegenteil ein normales Verhalten zu beobachten, oder es trat 
sogar im Vergleich zu normalem Gewebe (Leber, Embryonen) 
ein verlangsamter Abbau auf. In einzelnen Fiillen zeigten ul- 
cerierte Tumoren eine raschere Spaltung als die entsprechen- 
den, nicht ulcerierten Geschwiilste, doch war auch dieser Befund 
kein ganz konstanter. 
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4. Rasch wachsende Tumoren, langsam sich entwickelnde 
und stationare Tumoren weisen ebenfalls keine typischen Unter-. 
schiede auf. Sehr rasch wachsende Tumoren bewirkten nicht, 
wie man erwarten sollte, regelmafig einen im Gegensatz zu 
langsam wachsenden Geschwiilsten beschleunigten Abbau der 
angewandten Produkte. 

5. Unterschiede im Abbau bei Verwendung von Preb- 
siiften aus normalen und aus Tumorgeweben ergaben sich in 
einzelnen Fallen bei Anwendung von Seidenpepton. So zeigten 
die Prefsafte aller Tumoren der Mause einen ganz eigenartigen 
Abbau des Seidenpeptons, der von dem durch die Prefséafte 
normaler Gewebe bewirkten abwich. Bei den Ratten war diese 
Erscheinung nicht so auffallend und konstant. Jedenfalls liegt 
hier ein Befund vor, der ein abweichendes Verhalten der Zell- 
fermente der Geschwulstzellen gegeniiber denjenigen normaler 
Zellen zeigt. An dieser Stelle miissen Versuche mit genau be- 
kannten, synthetisch aufgebauten Polypeptiden einsetzen. 

6. In einzelnen Fallen wurde bei der Spaltung des Glycyl- 
l-tyrosins nach erfolgtem Abbau ein Verhalten des Drehungs- 
vermOégens beobachtet, das einen Wiederaufbau des Dipeptids 
aus den Bausteinen wahrscheinlich macht. 

7. Das Blutserum von normalen Ratten spaltet Glycyl-I- 
tvrosin und dl-Leucyl-glycin. Das Serum von Mausen baut 
Glycyl-l-tyrosin gleichfalls ab. Versuche mit dl-Leucyl-glycin 
wurden bei Méusen nicht angestellt. 

8%. Einige Beobachtungen machen es sehr wahrscheinlich, 
dali im Blutserum von Hunden, das normalerweise keine pepto- 
lytischen Fermente aufweist, solche auftreten, wenn ein Tumor 
(Lymphoosarkom(?), Stickerscher Tumor) vorhanden ist. 

Unsere Untersuchungen hatten, wie schon eingangs er- 
wiihnt, den Zweck, festzustellen, ob Tumorgewebe an und fiir 
sich irgendwelche Abweichungen in seinen Stoffwechselprozessen 
von der Norm zeigt, und ferner war zu priifen, ob die Existenz 
eines Tumors irgend welche Veranderungen im Zellstoffwechsel 
von Geweben hervorruft, die nicht an der Tumorbildung be- 
teiligt sind. Wir glauben, auf Grund unserer bisherigen Er- 
fahrungen schlieBen zu diirfen, in der Tat Abweichungen 
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vom normalen Verhalten nachweisbar sind. Daf die erhal- 
tenen Resultate nicht ganz konstant waren, darf wohl darauf 
zurtickgefiihrt werden, dafi die Tumoren sowohl als die Triger 
der Geschwiilste in verschiedenen Stadien der Entwicklung 
untersucht wurden. Es scheint uns nach allen bisherigen Er- 
fahrungen als sehr unwahrscheinlich, daf die Beobachtung 
eines atypischen Abbaus von Seidenpepton eine zufillige ist. 
Ebenso darf die Feststellung eines veriinderten Verhaltens des 
Leberprefsaftes und des Blutserums tumortragender Tiere nicht 
ohne weiteres als eine zufiillige betrachtet werden. Wir glauben, 
einen Weg gefunden zu haben, der uns einen Einblick in die 
Stoffwechselvorginge und in die Bedeutung der Geschwulst- 
zellen fiir den Trager des Tumors verschafft. Vielleicht er- 
klaéren sich manche Erscheinungen, wie Zuriickbleiben der Tiere 
im Wachstum, Appetitlosigkeit, Vergréferung der Leber usw., 
welche bei Trigern maligner Tumoren oft beobachtet werden, 
aus der Abgabe atypischer Fermente. Der Zellstoffwechsel 
normaler Gewebe verliuft in ein fiir allemal geregelten Bahnen. 
Es entstehen stets dieselben Abbaustufen bei der Zerlegung 
komplizierterer Stoffe. Der Organismus ist auf diese eingestellt. 
Diesen gleichartigen Gang des Abbaues garantieren die von den 
Zellen gelieferten Fermente. Da wo die Wirkung des einen 
Fermentes aufhdért, setzt die eines anderen ein. Es ist nun 
wohl denkbar, dafi die Fermente von Tumoren und speziell von 
malignen Tumoren in ihrem feineren Bau andersartig sind, als 
die von normalen Zellen abgegebenen. Hieraus wiirde in letzter 
Linie wieder ein den normalen Zellen nicht entsprechender 
Aufbau der Geschwulstzellen zum Ausdruck kommen. Dieser 
braucht sich nicht in grober Weise so zu manifestieren, dal 
z. B. bestimmte Bausteine fehlen oder in gréferer Menge vor- 
handen sind. Die Differenz kann in der Struktur und der Kon- 
figuration der einzelnen oder ganz bestimmter Bausteine liegen. 
Dieser Abartung wiirden dann die Fermente angepabt. Unter 
dem Einflu8 dieser Fermente wiirden in den Zellen andere Ab- 
baustufen entstehen, als sie in den normalen Zellen auftreten. 
Es wire denkbar, dafi diese Abbaustufen schaédigende Wirkungen 
entfalten, falls sie in die Blutbahn gelangen, auch kénnten die 
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Fermente der Tumorzellen, falls sie in normale Zellen oder auch 
nur in die Blutbahn gelangen und da verbleiben, an anderen 
Stellen des Organismus als in den Tumorzellen selbst ihre eigen- 
artize Wirkung entfalten und Abbauprodukte liefern, die dem 
Organismus fremd sind. Wir kénnen in gewissem Sinne die 
Fermente der Zellen als Werkzeuge betrachten, die ihren Bau 
zurechtzimmern, und umgekehrt tragen die Fermente wieder 
als Sekretionsprodukt der Zellen in gewissem Sinne das Ge- 
prige des Zellaufbaus. ') 


') Vgl. zu diesen Vorstellungen: Emil Abderhalden: Lehrbuch 
der physiol. Chemie. 1. u. 2. Aufl.: Kapitel: Ausblicke. 
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Krebse und anderer Tumorarten. 


IV. Mitteilung. 
Von 


Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn. 


Mit 13 Kurvenzeichnungen im Text. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierairztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10, Mirz 1910.) 


Wir haben wiederholt darauf hingewiesen, dal die optisch 
uktiven Polypeptide nicht nur zu quantitativen Versuchen mit 
Fermenten brauchbar sind, sondern vor allem auch zu quali- 
tativen Untersuchungen zur Unterscheidung von Fermenten ver- 
schiedener Zellarten. Wie in der III. Mitteilung ausgefiihrt worden 
ist, ist es gegliickt, festzustellen, dab in manchen Fallen Tumor- 
zellen Seidenpepton in anderer Weise abbauen als die ent- 
sprechenden Fermente normaler Zellen. Den gleichen Befund 
haben wir nun wiederholt bei peptolytischen Fermenten er- 
hoben, die aus Carcinomen von Menschen gewonnen waren. 
Wie die mitgeteilten Kurven zeigen, sind schon bei der Ver- 
wendung von Peptonen Unterschiede bemerkbar. Wir haben 
zum Vergleich Hefeprefisaft gleichzeitig auf das gleiche Pepton 
unter den gleichen Bedingungen einwirken lassen. Sehr deutlich 
und iibersichtlich werden die Resultate, wenn an Stelle der 
ihrer Struktur nach unbekannten Peptone synthetisch darge- 
stellte Polypeptide verwendet werden. Hier kann man, wie 
schon mehrfach an dieser Stelle ausgefiihrt worden ist, aus 
der Drehungsénderung ganz genau erkennen, tiber welche Stufen 
der Abbau erfolgt. 

Wir verwendeten zu unseren Versuchen d-Alanyl-glycyl- 
glycin. Soweit unsere Kenntnisse reichen, wird dieses Tri- 


bee 
3 
5 
a 
a 
{ 
| 

q 


278 Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn, 


peptid von peptolytischen Fermenten normaler Gewebe so ab- 
gebaut, daf} d-Alanin frei wird und Glycyl-glycin entsteht. Der 
weitere Abbau dieses letzteren laéBt sich optisch nicht verfolgen, 
weil das Dipeptid sowohl als dessen Bausteine optisch inaktiv 
sind. Hefeprefbsaft bewirkt, wie die beigegebenen Kurven deut- 
lich demonstrieren, den gleichen Abbau. Das Drehungsvermégen 
sinkt bestiindig ab. 

Bei Verwendung von aus Krebsgewebe gewonnenem Pref- 
saft beobachteten wir wiederholt ein ganz anderes Verhalten. 
Das Drehungsvermégen stieg zuniichst kontinuierlich an, um 
dann spiiter wieder abzufallen. Diese Erscheinung spricht dafiir, 
dafi der Abbau des Tripeptids so erfolgt ist, daf zuniichst 
Glykokoll frei wurde und d-Alanyl-glycin entstand. 

Wir haben in dem einen Fall (Fermente normaler Ge- 
webe): 

+ 31° 
d-Alanyl-glycyl-glycin 
+2 
d-Alanin Glycyl-glycin. 

Diese Art der Spaltung kommt durch ein fortwahrendes 
Sinken des Drehungsvermégens zum Ausdruck. 

Im zweiten Fall (Carinomgewebe) verliauft die Spaltung 


wie folgt: 


+ 31° 
d-Alanyl-glycyl-glycin 
+ 50° 


d-Alanyl-glycin Glycin 
“0° 
d-Alanin Glykokoll. 


Diese Art des Abbaus bedingt zunichst ein Ansteigen 
des Drehungsvermoégens, und dann erst folgt mit der weiteren 
Zerlegung des entstandenen Dipeptids, d-Alanyl-glycin, ein Ab- 
sinken des DrehungsvermOgens. 

Der Befund eines atypischen Abbaus von Peptonen und 
Polypeptiden war kein konstanter. Wir sind zurzeit nicht in 
der Lage, festzustellen, aus welchen Griinden der eine Tumor 
sich gegeniiber bestimmten Polypeptiden gleich verhalt wie 
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normales Gewebe und ein anderer Tumor unter ganz gleichen 
Versuchsbedingungen einen andersartigen Abbau_ veranlabt. 
Wesentlich ist, daB ein und derselbe Tumor stets das gleiche 
Verhalten zeigte, d. h. wir erhielten auch bei Verwendung ver- 
schiedener Konzentrationen desselben Tumorprefsaftes  stets 
den gleichen Abbau. 

Unser Befund scheint uns einen Anhaltspunkt dafiir zu 
geben, daB der Stoffwechsel der Carcinomzelle, in vielen Fiillen 
wenigstens, ein andersartiger ist als derjenige normaler Zellen. 
Die Fermente sind vorliufig neben bestimmten Stoffwechsel- 
produkten die einzigen Stoffe, welche uns einen Einblick in 
die in der Zelle selbst vor sich gehenden Prozesse erméglichen. 
Die Art der Fermente gestattet wiederum einen Riickschlub 
auf den Aufbau der Zelle, denn die von ihr erzeugten Stoffe 
sind in letzter Linie abhingig von der Struktur ihrer Bau- 
steine. Wir hoffen, einen Weg gefunden zu haben, der uns 
einen Einblick in die besondere Art des Stoffwechsels be- 
stimmter Zellarten erméglicht. Wir denken dabei vor allem 
auch an die Zellfermente der verschiedenartigen niederen Lebe- 
wesen und speziell der Bakterien. Es ist wohl denkbar, daf 
sich fir bestimmte Arten ein ganz bestimmter Abbau 
bestimmter Proteine, Peptone und Polypeptide fest- 
stellen laBt, so dafi unsere Methode auch diagnosti- 
sche Bedeutung erlangen konnte. 


Experimenteller Teil. 


Die zu den einzelnen Versuchen verwendeten Tumoren 
wurden stets ganz frisch verwendet. Sie wurden zerkleinert 
und durch Waschen mit physiologischer Kochsalzlésung mdég- 
lichst von Blut befreit. Dann wurden die Zellen in iiblicher 
Weise durch Zerreiben mit Quarzsand zertriimmert und die 
Masse dann mit Kieselgur vermengt. Der aus dem gebildeten, 
plastischen Kuchen ausgepreBbte Saft (bis 300 Atmosphidren) 
wurde durch eine Chamberland-Kerze filtriert und dann nach 
erfolgter Autolyse sofort verwendet. Der HefepreBsaft wurde in 
der tiblichen Weise dargestellt. Die Versuche 1—3 sind im 
Jahre 1908 angestellt worden und die itibrigen im Winter- 
semester 1909/10. 


: 
Ns 
4 
4 
, 
a 
ve 
‘ 


280 Emil Abderhalden und Ludwig Pincussohn, 


Versuch I und II zeigen deutlich das oben geschilderte 
Verhalten. Der HefepreSsaft bewirkte in beiden Fallen einen 
andersartigen Abbau als der Prefsaft aus Carcinomgewebe. 
Bei Versuch III ist das nicht der Fall. 


Versuch I: Carcinom der Mamma (Adenocarcinom). 


a) 0,5 cem Prefsaft (gewonnen aus dem Tumor), 
05 d-Alanyl-glycyl-glycin, 


5,5  » physiol. Kochsalzlosung. 
b) 0,5 cem Hefeprefbsaft, 
0.5 » d-Alanyl-glycyl-glycin, 
5,5 physiol. Kochsalzlésung. 
c) 0. cem Tumorprebsatft, + 
6,0 » physiol. Kochsalz- 


losung, 


Versuch Il: Carcinom der Mamma (Adenocarcinom). 


a) 0,5 cem Prefsaft (gewonnen aus dem Tumor), 
 ChogyeMol.) d-Alanyl-glycyl-glycin, 
55  » physiol. Kochsalzlosung. 
b) 0.5 cem Hefepretisaft, 
» d-Alanyl-glycyl-glycin 
5,9 physiol. Kochsalzlosung. 


ec) Tumorprebsaft ohne 
Zusatz, 
6.) physiol, Kochsalz- 
losung. 


Versuch III: Lebercarcinom (Adenocarcinom),. 


a). cem Prebsatt (Tumor), b) 0,5 cem Hefepregsaft, 
d-Alanyl-glycyl-glycin. 05 » Tripeptidlosung, 
» physiol. Kochsalzlésung, 59 » physiol. Kochsalzlisung 


Versuch IV, 1 und 2, zeigt, daB Caseinpepton und Seiden- 
pepton von Prefsaft aus Hefe und Carcinom annahernd gleich- 
artig abgebaut wurden. 


} 
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Versuch IV: Lebercarcinom (Virchow-Krankenhaus, 12. VL. 09). 


a) 0,5 cem Krebssaft, 


6,0 » physiol. Kochsalz- 
b) 0,0 com Hefeprebsatft, 057° 
0,5 » Caseinpepton 
6,0 » physiol. Kochsalz- 03) 
lisung. yer 3 4 4 7 fy 97 
Lebercarcinom. 


a) 0,5 ccm Prebsatt, 


0. » Seidenpepton- 
lbsung 10°/sig, + 020° 
60 » Kochsalzlosung. 


Versuch V, 1 und 2, zeigt ein etwas anderes Verhalten, 
indem hier die beiden Abbaukurven sich weniger iihnlich sehen, 
als bei Versuch IV. 


Versuch V: Lebercarcinom (Virchow-Krankenhaus, 6. XII. 09) 
Prefsaft autolysiert. 
a)2,0cem Prebsatt 
 » Seidenpepton- 


losung 10°/,ig, 


b) 1,0 ccm Heteprefisatt, 90 
0.0 » Seidenpepton- 


2,5 » Kochsalz- Sunder? @ 3 § 6 8 2% 
lésung. 


Lebercarcinom (Virchow-Krankenhaus, 6. XII. 09). 
Prefisaft autolysiert (12 Stunden im Brutschrank unter Toluol). 


a) 2,0 cem Prefsaft, b) 1,0 cem Hefeprebsaft, 


0.5 » Gelatinepeptonlisung i0°/o, 05 » Gelatinepeptonlosung, 
15  » physiol. Kochsalzlisung. 25 » Kochsalzlosung. 
| 
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Die Versuche VI, 1—4, ergeben, daf in allen Fallen der 
Krebsprefsaft anders abbaute als der Prefsaft aus Hefe. Analog 
verhielt sich Versuch VII, 1 und 2. 

Versuch VI: Carcinom (Cancer) des Netzes, Metastase eines Magen- 


krebses. 12.1]. 10. Krankenhaus am Friedrichshain. 
Autolysierter Saft. 


a) com Krebssaft, b) 0,5 ccm Hefeprefbsaft, 
Seidenpeptonlésung 10°%/ig, 0,9 » Seidenpeptomosung 10° ig, 
Kochsalzlosung. » Kochsalzlésung. 
010? 
*UN + + + 
Carcinom des Netzes. 
a) OS ecm Prebsaft(gewonnen durch noch- b) 0,5 cem Hefeprefsaft, 
maliges Auspressen mit NaCl- 0 » d-Alanyl-glycyl- 
Loésungzusatz, glycin, 
d-Alanyl-glycyl-glycin, 52 » Kochsalzlésung. 
Kochsalzlosung. 
+010". — 
020%— 


Minuten 30 60 75 GW 


Carcinom des Netzes. 


ay Krebssaft, b)0,5cem Hefeprefsaft, 
6 » Kochsalzlésung. 6.5 » Kochsalzlésung. 
| | fretssal 
Hefepress - 
6 


| 
| 


“16 20 
Carcinom des Netzes. 
a) .occm Krebssaft, b)0,5 ccm Hefeprefssaft, 
WO 0,5 » 
3.0) Kochsalzlosung. 3,0 » Kochsalzlésung. 


3 


= 99% + 
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Versuch VII: Lebercarcinom (Virchow-Krankenhaus 28. II. 10). Prefsaft 
15 Stunden im Brutschrank autolysiert. 


a) 1,0 Krebssaft, b) 1,0 cem Hefeprebsatt, 
039 » Seidenpeptonlosung 10°/ig, 0.50 » Seidenpeptonlosung 10°/ig, 
25 » Kochsalzlisung. 25 Kochsalzlisung. 

allen 
3.0 » Kochsalzlésung. — 


+ 119%, 


+020" 


Sunten? 2 3 & 6 9 


Lebercarcinom. 
a) 1,0cem Krebssaft, b)1,0cem Krebssaft (gewonnen durch nochmaliges 
O39 » d-Alanyl-glycyl- Auspressen mit Kochsalzlosung), 
glycin, O05 » d-Alanyl-glycyl-glycin, 
» Kochsalzlésung. 6,0 » Kochsalzlésung. 


c) 1,0 cem Hefepretisaft, 


2 

6.0 » Kochsalzlisung. 


Minuten SO 60 90 120 150 180 


Die zu den Versuchen IV, V und VII verwendeten Carcinome 
verdanken wir der groben Liebenswiirdigkeit von Herrn Geh. Rat 
Prof. Dr.v.Hansemann. Im ersten Fall handelte es sich um ein 
Uteruscarcinom, das in die Harnblase hineingewuchert war. Meta- 
stasen in Leber, Peritoneum, Lunge, Pleuren, Lymphdriisen. Wei- 
ches, stark anaplastisches Carcinom, stellenweise mit Andeutung 
von Zylinderform. Zur Untersuchung gelangte Lebermetastase. 

Zu Versuch V diente die Lebermetastase eines Magen- 
carcinoms. Metastasen in Leber und Lymphdriisen. Eigen- 
tiimliches Carcinoma solidum mit sehr groBen Alveolen, die mit 
Krebszellen von polymorpher Gestalt ausgefiillt sind. 

Zu Versuch VII wurde auch eine Lebermetastase ver- 
wendet. Oesophaguscarcinom. Metastasen in Leber, Lunge 
und Lymphdriisen. Kleinalveolires, polymorphzelliges Carcinom 
mit starken Degenerationserscheinungen an den Zellen. 

Von den iibrigen Geschwiilsten besitzen wir leider keine 
genaueren Beschreibungen. 

Die Mittel zur Durchftihrung der mitgeteilten Versuche ver- 
danken wir dem Krebskomitee, Berlin. Es ist uns eine angenehme 
Pflicht, diesem Komitee auch an dieser Stelle unseren herz- 
lichsten Dank aussprechen zu diirfen. 
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Uber einen Eiwei®kérper aus dem Pankreassekret. 


Von 
E. Wechsler. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg. } 


(Der Redaktion zugegangen am 4. Mai 1910.) 


Trotz der bedeutenden Fortschritte, welche die Kenntnis 
der Pankreassekretion und besonders die Technik ihrer Unter- 
suchung in physiologischer Hinsicht in letzter Zeit gemacht 
hat, sind die chemischen Verhiltnisse des Sekrets noch wenig 
bekannt. Und doch ist zu erwarten, dafi sich aus ihnen wich- 
tige Schliisse tiber das Wesen des Sekretionsvorganges wiirden 
ableiten lassen. 

Die Untersuchungen von de Zilwa!) haben gezeigt, dai 
die Art der Sekretionserregung einen bedeutenden EinfluS auf 
die Zusammensetzung des Sekrets ausiibt. Pilocarpinsekret ent- 
hilt ungefiihr viermal soviel feste Stoffe wie Sekretinsaft und 
dieser Unterschied beruht hauptsachlich auf der Menge der 
Proteinstoffe. Uber die Natur dieser Proteinstoffe, deren Menge 
nach Pilocarpininjektion 4,8°/o des Sekrets betragen kann, be- 
sitzen wir jedoch nur spirliche Andeutungen. Nach de Zilwa 
sollen sie zum Teil den Charakter von Nucleoproteiden besitzen. 

Auf Veranlassung des Herrn Professor A. Kossel habe 
ich einige Anhaltspunkte tiber die Zusammensetzung des Sekret- 
proteins zu gewinnen versucht. Hierzu bot sich Gelegenheit, 
da wihrend lingerer Zeit im hiesigen Institut ein Hund be- 
obachtet werden konnte, der eine von Herrn Dr. Plenge an- 
gelegte, kriiftig sezernierende Pankreasfistel besafi. Das Sekret 
war gut wirksam und zeigte die von friiheren Autoren be- 
schriebenen Eigenschaften, das Tier nahm wihrend der Zeit, 


') Journ. of Physiology, Bd. XXXI, S. 230. 
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in der das Sekret gesammelt wurde, an Gewicht zu. Man ist 
also zu der Annahme berechtigt, dab es normale Beschaffenheit 
besa}. Herr Dr. Plenge hatte die Beobachtung gemacht, dab 
dieser Pankreassaft mit Schwefelsiéure einen starken Nieder- 
schlag gab, welcher aus einer eiweifartigen Substanz bestand, 
wiihrend sich zugleich das Entweichen von Kohlensiiure durch 
starkes Aufschiiumen zu erkennen gab. Es wurde nun eine 
gréfere Menge des Sekrets gesammelt, indem das in bekannter 
Weise aufgestellte Tier mit Hundekuchen gefiittert wurde. Das 
Sekret tropfte direkt aus der Fistel6ffnung in verdiinnte Schwefel- 
siiure, in der sich sofort der Proteinstoff abschied. Von diesem 
Niederschlag stand mir eine hinreichende Menge zur Verfiigung, 
um die der quantitativen Untersuchung besonders zugiinglichen 
Bruchteile des Eiweifimolekiils zu bestimmen. 

Zuniichst konnte ich feststellen, dali der durch Saure ge- 
fallte Eiweifkorper kein Nucleoproteid und kein Glykoproteid 
war. Derselbe war phosphorfrei und lieferte bei der Hydrolyse 
keine Lavulinsiure, auch keinen Korper, welcher die Reaktionen 
einer Pentose zeigte. Die Millonsche Reaktion und die Biuret- 
probe fiel positiv aus. 

Der Stickstoffgehalt des mit Alkohol und Ather behandelten 
Proteinstoffs war auffallend niedrig, er betrug 13,2°/o. 

Die Untersuchung auf Hexonbasen wurde nach dem im 
hiesigen Laboratorium gebréuchlichen Verfahren!) ausgefiihrt 
und lieferte folgende Ergebnisse. 


Prozente des Gesamtstickstoffs. 


Histidin (Kjeldahlbestimmung) .......... 4! 
Lysin (als Pikrat gewogen) ....... 
Filtrat des Phosphorw (Mono- 


') Vgl. F. Weiss, Diese Zeitschrift, Bd. LII, S. 107. 
Cf. Weiss, |. c. 5. 108 u. 110. 
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Dies ergibt fiir die drei Hexonbasen in Gewichtsprozenten 
des Proteinstoffs. 


Arginin. . . . . . 6,44 
Histidin . . .. . 1,99 
Lysm ...+.. 
Ammoniak ... . 0,05. 


Der untersuchte Proteinstoff besitzt hiernach einen Gehalt 
an Arginin und Histidin, wie:er auch bei anderen, dem Tier- 
koOrper entstammenden Eiweifstoffen festgestellt worden ist, 
z. B. beim Eiweif der Muskeln. Hingegen ist er sehr arm an 
Lysin. Die Ammoniakmenge, welche bei der Hydrolyse ent- 
steht, ist so gering, daB man dieses Spaltungsprodukt wohl 
als fehlend ansehen kann. 
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I. Ein neues Gitterspektroskop') und ein Gitterspektrograph mit 
variabler Dispersion zu Untersuchungen diber Absorptions- 
spektra. 

(Eigene Konstruktion des Verfassers. ) 


ll. Uber die Messung und Bestimmung der Absorptionsspektra. 
Von 


O. Schumm. 


Mit 2 Tafeln in Lichtdruck. 


(Aus dem chemischen Laboratorium des allgemeinen Krankenhauses Hamburg-Eppendorf,) 


(Der Redaktion zugegangen am 19, April 1910.) 


Bei der Anwendung spektroskopischer Untersuchungsme- 
thoden werden oft unbefriedigende Resultate erzielt, weil das 
benutzte Spektroskop nicht zweckentsprechend konstruiert ist.?) 

Ich habe mich nun seit Jahren bemiiht, die Anwendung 
der vielfach unentbehrlichen spektroskopischen Methoden auch 
dadurch zu erleichtern, daf ich an Stelle der teilweise nicht 
mehr zeitgemiifien alteren Spektroskope neue, fiir die Unter- 
suchung von Absorptionserscheinungen geeignetere Spektroskope 
konstruierte. *) 


Die Bezeichnung «Spektrometer> wire fiir derartige Prizisions- 
instrumente treffender; ich habe die Bezeichnung Spektroskop» beibe- 
halten, da man als Spekirometer meistens eine bestimmte Klasse von 
Spektralapparaten bezeichnet, die rein physikalischen Zwecken dienen. 

*) Bei der Konstruktion der besseren Spektroskope wurde bis in 
die jiingste Zeit hinein hauptsaéchlich darauf Bedacht genommen, daf sie 
fir die genauere Untersuchung von Emissionsspektren brauchbar sind. 
Unbekiimmert darum, dafs sich solche Instrumente durchweg zur Unter- 
suchung von Absorptionsspektren nicht eignen, hat man sie auch fiir 
letzteren Zweck benutzt und dabei Miferfolge erzielt, die der spektro- 
skopischen Methode an sich nicht zur Last gelegt werden kénnen. 

3) O. Schumm: 
. Ein neues Spektroskop, Miinchener med. Wochenschr., 1907, Nr. 47. 
. Biutspektroskop, Mediz. Klinik, 1908. 
. Ein neues Bunsenspektroskop fiir die genauere Untersuchung der Ab- 
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Man ist leicht geneigt, ein Spektroskop als brauchbar und 
ausreichend anzusehen, wenn es die beiden Absorptionsstreifen 
einer passend hergestellten Blutlsung erkennen und auber- 
dem vielleicht noch die gleichzeitige Beobachtung eines Kontroll- 
spektrums ermdéglicht. DaB ein Spektroskop, um wirklich niitz- 
lich zu sein, weitergehenden Anforderungen gerecht werden 
mul, zeigt sich erst, wenn man die spektroskopischen Methoden 
praktisch, sei es bei klinischen oder bei rein wissenschaftlichen 
Untersuchungen, hiiufig anwendet. Man hat wiederholt versucht, 
sogenannte Universalspektralapparate zu konstruieren, die allen 
an einen solechen Apparat zu stellenden Anforderungen geniigen 
sollten. Die in dieser Richtung unternommenen Versuche sind, 
wie ich schon an anderer Stelle dargelegt habe, als fehlge- 
schlagen anzusehen; ein Universalspektralapparat, dessen 
Leistung seinen Namen heute noch rechtfertigte, exi- 
stiert nicht. Will man die spektroskopischen Untersuchungs- 
methoden den verschiedenen Interessenten zugénglich machen, 
so ist es zweifellos richtiger, Spezialinstrumente zu empfehlen, 
mit denen der jeweils angestrebte Zweck am besten erreicht 
wird, als sogenannte Universalinstrumente, die in Wahrheit 
doch nur fiir einen Teil der spektroskopischen Arbeiten aus- 
reichen. Derartige Spezialinstrumente sind zum Beispiel 
das bekannte Handspektroskop mit Wellenlangenskala in der 
von Martens angegebenen Form, Lowes Gitterspektroskop 
fiir die Untersuchung technischer Farbstoffe, Verfassers Blut- 
spektroskop fiir einfachere klinische, Verfassers Bunsenspektro- 
skop fiir feinere klinische und pharmakologische Untersuchungen, 
Quinecke-Zeif’s und Biirkers Vergleichsspektroskope usw. 

Wiithrend man friiher zur Untersuchung der Absorptions- 
spektra nur Prismenspektroskope benutzt hat, ist neuerdings 

| sorptionsspektra von Fliissigkeiten, Diese Zeitschrift, 1909, Bd. LIX, 

t. U. V.-Prismenspektroskop und -Spektrograph, Diese Zeitschrift, 1909, 

Bd. LXIII, H. 6, S. 480 u. f. 

5. Zur Technik spektroskopischer Untersuchungen, Mitteilungen aus den 

Hamburger Staatskrankenanstalten, Bd. X, H. 15, 1910. 

6. Neue Ausfiihrungsform des Bunsenschen Prismenspektralapparates. 

(Erscheint demniachst). 
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von Dr. Lowe (beim Zeifwerk, Jena) ein zur Untersuchung 
technischer Farbstoffe bestimmtes Spektroskop beschrieben 
worden, in dem das Spektrum durch ein Gitter erzeugt wird. 
Die mit Gittern erzeugten Spektra sind bei gleicher Dispersion 
lichtschwacher als Prismenspektra. Gitterspektrum und Prismen- 
spektrum!) unterscheiden sich auferdem noch insofern, als 
die durch die einzelnen Farben gebildeten Spektralbezirke bei 
ersterem gleiche, bei letzterem ungleiche Ausdehnung haben, 
derart, dafi das rote Ende kiirzer ist als das violette Ende. 
Daher eignet sich unter Umstiinden ein Prismenspektroskop 
besser zum Aufsuchen schwacher Absorptionsbanden im Orange, 
wihrend ein zweckmiéSig konstruiertes Gitterspektroskop Ab- 
sorptionserscheinungen im Blau und Violett schiirfer zeigt als 
Prismenspektroskope. Um auch iiber die im Blau und Violett 
auftretenden Absorptionserscheinungen moglichst exakte Unter- 
suchungen ausfiihren zu kénnen, empfiehlt es sich, die Beob- 
achtungen auch mit einem Gitterspektroskop anzustellen. Das 
oben erwiahnte Gitterspektroskop von L6we-Zeif enthiilt ein 
Gitter von kurzer Dispersion, ist demnach relativ lichtstark, 
sodaB es bei Beleuchtung mit Zirkonlicht ein sehr helles Spek- 
trum liefert. 

Beimeinen Untersuchungen tiber Gitterspektra benutzte ich 
ein eigenes einfaches Gitterspektroskop und den Originalapparat 
Lowes. Da auch das Lowesche Gitterspektroskop, das in 
erster Linie ftir die Zwecke der technischen Farbstoffanalyse 
konstruiert ist, fiir hamatologische und andere physiologisch- 
chemische Untersuchungen nicht ausreichte, so habe ich mich 
bemiht, ein fiir solche Zwecke geeignetes Gitterspektroskop 
herzustellen. 

Meine Versuche fiihrten zur Herstellung des nachstehend 
beschriebenen neuen Gitterspektroskops, das in seiner Kon- 
struktion von dem Gitterspektroskop von Dr. Lowe-Zeil 
durchaus abweicht und allen Anforderungen geniigt, die an ein 


') Betreffs der Theorie des Spektrums verweise ich auf das aus- 
gezeichnete Werk «Handbuch der Spektroskopie» von H. Kayser, das 
sich mir als zuverlaissiger Wegweiser auf dem weitverzweigten Gebiete 
der Spektroskopie bestens bewahrt hat. 
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derartiges, fiir die genaue Untersuchung der Absorptionsspektra 
von Fliissigkeiten bestimmtes Priizisionsspektroskop  gestellt 
werden miissen.') 


Der Apparat als Spektroskop (s. Fig. A). 


Das ganze optische System ist auf einer horizontal ge- 
lagerten, vom Unterbau abnehmbaren starken Metallschiene 
derart aufgebaut, daf der symmetrische Mikrometerspalt, mit 
dem ein in Schlittenfiihrung seitwiirts verschiebbarer Hiifner- 
Rhombus?) vereinigt ist, und der zur Aufnahme des Gitters 
bestimmte starke Metallrahmen gleichzeitig als Trager fiir das 
Kollimatorrohr dienen. 

Der Spalt liegt horizontal, das Kollimatorrohr laBbt sich 
leicht auswechseln. Der Gitterrahmen dient gleichzeitig als 
Lager fiir die beiden Zapfen, um die sich die Verlangerungs- 
stiicke des Fernrohrstutzens drehen. Das Beobachtungsfernrohr 
dreht sich demnach um eine horizontale Achse, und das Spektrum 
liegt vertikal (Rot oben, Violett unten). Die Feinbewegung des 
Fernrohrs wird durch eine Mikrometerschraube und Zugfeder 
vermittelt; das Fernrohr ist sehr sicher gelagert. Zum Messen 
dient die in 100 Teile geteilte Meftrommel und der Index. 
Das Vorderende der Metallschiene triigt einen beweglichen 
Objekttisch. Man kann nach Wunsch mit und ohne Hiifner- 
Rhombus beobachten. Die gewoéhnlich benutzten Objektive 
haben 20 ecm Brennweite. Ich setze in den Apparat je nach 
Bedarf ein Gitter von ca. 3600, 7200 oder 14400 Furchen pro 
englischen Zoll ein. Meistens benutze ich das Gitter mit 3600 


') Dr. H. Kriiss, Inhaber der Optischen Werkstatte von A. Kriiss. 
Hamburg, iibernimmt es, den neuen Apparat in genauer Ubereinstimmung 
mit meinem Originalapparat herzustellen. — Auf Wunsch wird der Apparat 
auch mit einer Wellenlingenskala ausgestattet, oder die Mikrometerein- 
richtung so geeicht, daB die Wellenlange daran ohne weiteres in Milliontel- 
Millimetern abgelesen werden kann. 

2) Der Hiifnersche Rhombus (auch Albrechtscher Glaskérper ge- 
nannt) ist schon an mehreren spektroskopischen Apparaten benutzt worden. 
vor allem von Hiifner, ferner von H. Kriss, K. Birker, 0. Schumm 
(vgl. G. u. H. Kriiss, Kolorimetrie und quantitative Spektralanalyse in 
ihrer Anwendung in der Chemie, Hamburg-Leipzig, bei L. Voss, 1909, 
S. 137: dort die altere Literatur). 
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Furchen. Es liefert schon mit Auerlicht ein fiir manche 
Zwecke genigend helles Spektrum. Falls die Helligkeit so 
nicht ausreicht, benutzt man Zirkonlicht (Nernstlampe). 
Als Mefokulare benutze ich Okulare mit Fadenkreuz, die in 
vorziglicher Qualitét von Carl Zeif in Jena fiir mich her- 
gestellt wurden. 

Die zu dem Apparat gehorige optische Bank, auf der die 
Nernstlampe, Kondensorlinse, Blauglas, Heliumréhre usw. ver- 
schiebbar angebracht sind, ist leicht abzunehmen bhezw. anzu- 
seizen. 

Zum Schutz des Gitters dient eine abnehmbare Metall- 
kapsel, die auf der Figur fortgelassen ist. 

Die Handhabung des Apparates ist verhiltnismiabig einfach. 
Bevor man ihn in Gebrauch nimmt, hat man sich nur zu iiber- 
zeugen, daf das Gitter in der richtigen Weise befestigt ist. 
Das geschieht, indem man den Spalt eng stellt, ihn beleuchtet, 
das Okular auf das Spektrum scharf einstellt und jetzt eine 
geeignete Fliissigkeit, z. B. eine diinne Blutldsung oder eine 
diinne Lésung von Kaliumpermanganat durch den Apparat beob- 
achtet. Die Absorptionsstreifen miissen dann genau rechtwinklig 
zum Spektrum liegen. Zur genaueren Priifung beobachtet man 
durch den Apparat Natriumlicht oder direktes Sonnenlicht, das 
man no6tigenfalls mit Hilfe eines Spiegel auf den Spalt lenkt. 

Bei Benutzung des Oculars von 25 mm Brennweite zeigt 
der richtig justierte Apparat nicht nur die Natriumlinie und die 
Linie D, sondern auch die Linie E des Sonnenspektrums doppelt. 
Die Eichung der Mefischraube nach Milliontel-Wellenliinge er- 
folgt wie bei anderen Priizisionsspektroskopen. ') 


Der Apparat als Spektrograph.?) (s. Fig. B.) 


Die Umwandlung des Apparates in einen Gitterspektro- 
graphen erfolgt in sehr einfacher Weise. Man braucht nur das 


') Vgl. z. B. Verfassers ausfithrliche Anleitung zur Eichung eines 
Prizisionsspektroskops, Klinische Spektroskopie, 1909, Jena, bei G. Fischer 
(S. 29 u. f.). 

*) Gitterapparate, die nur zum Photographieren von Absorptions- 
spektren benutzt werden kinnen, sind mehrfach konstruiert worden. — 
Einen derartigen Gitterspektrographen haben Rost, Franz und Heise 
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Beobachtungsfernrohr aus dem Stutzen herauszuziehen, die 
Spektralkamera') einzusetzen, festzuklemmen und vorn am 
Apparat die kleine optische Bank anzuschrauben.*) 

Man kann in diesem Spektrographen Gitter von verschie- 
dener Dispersion benutzen, je nachdem man das Spektrum auf 
der photographischen Platte kleiner oder gr6fer darstellen will. 
— Je gréfer die Dispersion des Gitters ist, desto mehr muf 
die Kamera nach oben gedreht werden; die richtige Stellung ist 
leicht zu finden. — Die Fig. B. gibt die richtige Stellung der 
Kamera bei Benutzung eines Gitters von mittlerer Dispersion 
(7200 Furchen pro engl. Zoll) wieder. 

Uber die Grife der mit den verschiedenen Gittern her- 
gestellten Spektrogramme gibt die Spektratafel Auskunft. Das 
fiir diese Aufnahmen benutzte Objektiv der Kamera hat 27 cm 
brennweite. 

Mit Gitter III (14400 Furchen pro engl. Zoll) habe ich die 
Aufnahmen?) zu Fig. 1 und 2 hergestellt. Fig. 1 gibt die Ab- 
sorptionserscheinungen verschieden stark verdiinnten, frischen, 
defibrinierten menschlichen Blutes wieder. Fig. 1a zeigt zwischen 
den Heliumlinien uu 447 und 389 nur den Violettstreifen, wie 


beschrieben und zur Herstellung der in ihrer grundlegenden Arbeit, 
‘Beitriige zur Photographie der Blutspektra, Berlin 1909, bei J. Springer», 
verOffentlichten Spektrogramme benutzt. In ihrer Abhandlung sind zum 
ersten Male vollsténdige mit einem Gitter hergestellte Spektrogramme 
des Blutfarbstoffs und seiner nachsten Umwandlungsprodukte verdffent- 
licht worden. 

') Die Kassettenfiihrung ist in der gleichen Weise eingerichtet wie 
bei der von W. Gummelt beschriebenen Spektralkamera (vgl.O.Schumm, 
«Klinische Spektroskopie», 8. 47). 

*) Obgleich die optische Bank in der aus der Figur B ersichtlichen 
Ausfiihrung ziemlich stabil ist, so wurde doch, um bei Erschiitterungen 
jede Vibration auszuschliehen, noch eine Versteifung angebracht. 

') Zur Herstellung der Spektrogramme benutze ich vorwiegend die von 
W. Gummelt angegebene Spektralplatte. Uber die Herstellung dieser Platte 
und ihre Vorziige hat W. Gummelt kiirzlich in der «Zeitschrift fiir Fort- 
schritte auf dem Gebiete der Réntgenstrahlen> berichtet. Sie ist derartig 
sensibilisiert, daf§ man damit ohne Schwierigkeiten auch die im Rot 
liegenden Absorptionsstreifen photographieren kann; z. B. den ersten 
Streifen des Chlorophylls usw. Sie ist schon aus diesem Grunde den 
an sich sehr guten Perchromoplatten von Perutz vorzuziehen. 
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ihn stark verdiinnte BlutlOsungen liefern; Fig. 1b (etwas kon- 
zentriertere BlutlOsungen) zeigt auBer dem sehr breiten Violett- 
streifen auch die beiden in Gelb und Griin liegenden Absorp- 
tionsstreifen, Fig. 1c (noch konzentriertere Blutldsungen) zeigt 
auBer den starken, zwiscben 588 und 502 liegenden Streifen 
starke einseitige (durch den Violettstreifen bedingte) Absorption 
von etwa 447 ab. Fig. 2 gibt die Absorptionserscheinungen von 
Ausziigen aus Blutflecken bei verschiedener Konzentration wieder 
(Fig. 2a starkste, Fig. 2d schwiichste Konzentration), zwischen 
447 und 389 der Violettstreifen. 

Mit Gitter II (7200 Furchen pro engl. Zoll) sind die Auf- 
nahmen zu Fig 3 bis 7 hergestellt. Fig. 3, 4 und 5 sind die 
Spektrogramme wiisseriger Ausziige aus alten Blutflecken. Der 
zwischen 447 und 389 (niiher an 389) liegende intensive Streifen 
ist der Violettstreifen des Blutfarbstoffs, der also mit dem 
Gitter II in grofer Schiirfe darstellbar ist. 

In Fig. 6 und 7 sind Aufnahmen wiedergegeben, bei denen 
zwei Fliissigkeiten gleichzeitig unter Benutzung des Hiifner- 
Rhombus!) mit Gitter II photographiert wurden. Auf Fig. 6 gibt 
das erste Doppelspektrum wieder: 

oben neutrale Methimoglobinlésung, 
darunter alkalische Methimoglobinldsung. 
Das zweite Doppelspektrum je: 

oben konzentrierte alkalische Methamoglobinlosung, 

darunter Oxyvhiimoglobinlésung. 

Das dritte und vierte Doppelspektrum dasselbe wie das zweite, 
nur bei etwas lingerer Exposition. 

Die 3 Doppelspektra auf Fig. 7 zeigen (bei etwas ver- 
schiedener Exposition) jedesmal oben das Spektrum der neu- 
tralen Methimoglobinlésung, darunter das der Oxyhiimoglobin- 
losung. In Fig. 8 sind die mit Gitter I (3600 Furchen pro 
engl. Zoll) hergestellten Spektrogramme einer sauren Himato- 
porphyrinl6sung (die oberen Spektra, verschiedene Exposition) 
und einer sehr schwachen Oxyhamoglobinlésung wiedergegeben. 


') Ein derartiges mit einem Prismenapparat unter Benutzung 
des Hitfner-Rhombus hergestelltes Spektrogramm zweier Lisungen hat 
K. Biirker kiirzlich in dieser Zeitschrift veréffentlicht. 


: 


294 O. Schumm, 


Das unterste Spektrum zeigt die beiden bekannten Oxyhamo- 
globinstreifen wegen der starken Verdiinnung nur eben an- 
gedeutet, den Violettstreifen (rechts durch Linie 389 abgegrenzt) 
iiuberst intensiv und scharf.') 

Fiir die Wahl des zu benutzenden Gitters ist vor allem 
die Beschaffenheit des vorliegenden Objekts mafgebend. Zeigt 
die betreffende Fliissigkeit scharfe Absorptionsstreifen, so lassen 
sie sich auch mit dem Gitter III] gut wiedergeben. Zum Photo- 
graphieren schwacher, verwaschener Absorptionsstreifen benutze 
ich das Gitter II oder Gitter I. — Spektrogramme, die richtig 
zu sein scheinen, erzielt man wohl am leichtesten mit dem 
Gitter Ill. Bei der Benutzung des Gitters I treten leichter die so- 
genannten Plattenminima auf.?) Im allgemeinen ist dem Gitter II 
der Vorzug zu geben, wenn es sich darum handelt, schwache 
und verwaschene Absorptionsstreifen zu photographieren. 


Verwendbarkeit der beschriebenen Apparatur. 


Das Spektroskop (s. Fig. A) eignet sich zu exakten Unter- 
suchungen tiber die Absorptionserscheinungen, besonders zur 
genauen Bestimmung des Dunkelheitsmaximums der Absorptions- 
streifen, zur gleichzeitigen Beobachtung zweier Spektra unter 
richtigen optischen Verhiiltnissen und somit zur Feststellung ge- 
ringer Unterschiede zwischen zwei einander aéhnlichen Spektren.*) 
Es eignet sich durchweg besser als Prismenapparate zur Be- 
obachtung und Ausmessung von Absorptionsstreifen im Blau 


‘') Ich bemerke, dafs die reproduzierten Spektrogramme nur den 
Zweck haben, die Verwendbarkeit des Apparates zu illustrieren, und 
nicht etwa als Material fiir genaue Messungen dienen sollen, da die 
meisten Absorptionsstreifen auf ihnen zu intensiv sind, als dafs sie sich 
genau genug ausmessen liefen. Fiir genaue Ortsbestimmungen der 
Streifen nach dem Spektrogramm gilt in dieser Beziehung das gleiche 
wie bei der spektroskopischen Ortsbestimmung mit dem Fadenkreuz. 

*) In einem anderen Gitterspektrographen, dessen Kamera mit einem 
Teleobjektiv ausgestattet ist, habe ich mit dem Gitter I Spektrogramme 
hergestellt, die etwa die gleiche Gréfie haben wie die im neuen Apparate 
mit Gitter If hergestellten. Da man im neuen Apparate mit einfacheren 
Mitteln (Gitter If und einfaches Objektiv von 20—30 cm Brennweite) 
dasselbe erzielen kann, ist letztere Kombination vorzuziehen. 

Der Apparat sich auch als Spektrophotometer verwenden. 
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und Violett.1) Schaltet man zwischen Kondensor und Spalt 
ein Zeifsches Blauglas ein, so kann man den Violettstreifen 
sehr dtinner BlutlOsungen usw. direkt beobachten. Vor dem 
LOweschen Apparat hat das neue Gitterspektroskop auch den 
Vorzug, dai es kiirzer ist. Daher kann man, ohne die Be- 
obachtung unterbrechen zu miissen, die zu untersuchende 
Flissigkeit selbst vor dem Spalt voriiberfiihren, wodurch be- 
kanntlich das Wahrnehmen sehr schwacher Absorptionserschei- 
nungen erleichtert wird. 

Als Spektrograph (s. Fig. B.) eignet sich der neue Apparat 
zur Herstellung von Spektrogrammen in verschiedener Grobe. 
Bei Benutzung der zugehorigen optischen bestandteile aus U. V.- 
Glas laBt sich auch ein Teil des Ultraviolett mitphotographieren. 
— Da die Befestigung der Kamera eine sehr sichere ist, so 
kann man die reihenweise untereinander auf einer Platte her- 
gestellten Photogramme gut vergleichen. So lassen sich z. B. 
die Spektrogramme einer Fliissigkeit in abgestufter Verdtinnung 
auf einer Platte untereinander herstellen. Auf den Wert 
einer derartigen Darstellung der Absorptionsverhiilt- 
nisse einer Fliissigkeit bei verschiedener Konzen- 
tration haben vor kurzem schon Rost, Franz und Heise 
hingewiesen.?) — Schiebt man den Hiifner-Rhombus vor 
den Spalt, so kann man auch noch die Spektra zweier 
Fliissigkeiten gleichzeitig photographieren. Dadurch ist ein 
sehr genauer Vergleich der Spektrogramme zweier verschie- 
dener Fliissigkeiten méglich. — Obgleich die beschriebene 
Apparatur fiir Untersuchungen tiber die Absorptionsspektra von 
Fliissigkeiten konstruiert ist, so lassen sich damit auch manche 
einfachere Untersuchungen tiber Emissionsspektra ausfiihren. 
Einen Anhalt fiir die Verwendbarkeit dieser Apparatur zu den 
letztgenannten Untersuchungen diirfte die Beobachtung des 


1) In besonderen Fallen kann es freilich erwiinscht sein, die Be- 
obachtungen tiber Absorptionserscheinungen im Violett und einem Teile 
des Ultravioletts mit einem Prismenspektralapparat zu machen. Ein dazu 
geeignetes U. V.-Flintglasspektroskop ist kiirzlich von mir beschrieben 
worden (Diese Zeitschrift, Bd. LXII, Heft 6, S. 478). 
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Sonnenspektrums unter Benutzung der 3 verschiedenen Gitter 


ergeben. 
II. 


Spektroskopische Methoden werden auch von Chemikern 
vielfach nicht geniigend gewiirdigt. Das ist freilich kaum ver- 
wunderlich, wenn man bedenkt, dafi das fiir spektroskopische 
Untersuchungen verfiigbare Instrumentarium an vielen Orten 
lediglich aus einem Taschenspektroskop, noch dazu ohne Wellen- 
liingenskala, einem veralteten Bunsenspektroskop oder dergleichen 
besteht. Die neuen, fiir die Untersuchung von Absorptions- 
spektren konstruierten Priizisionsspektroskope') mit Einrichtung 
zur genauen Ortsbestimmung der Absorptionsstreifen nach 
Milliontel Wellenlingen und zur gleichzeitigen Beobachtung 
zweier Spektra gestatten jedoch ein so sicheres Beobachten, 
dal} sich Einwiinde gegen die Methode nicht erheben lassen; 
um so mehr, als auch die Handhabung der neuen Apparate 
einfach und bequem ist. Man mu sich nur iiber die Grenzen 
der Leistungsfiihigkeit der spektroskopischen Methode zur Unter- 
suchung der Absorptionsspektren klar sein. Eine kurze Er- 
Orterung tiber die Messung und Bestimmung der Ab- 
sorptionsspektra diirfte daher von Nutzen sein. 

Die in einem Spektrum auftretende Absorptionserscheinung 
lift sich fiir manche Zwecke dadurch geniigend charakterisieren, ’) 


') Speziell: Verfassers Bunsenspektroskop mit Vergleichsvorrichtung 
Neukonstruktion, vgl, Jahrbiicher der Hamburger Staatskrankenanstalten, 
Bd. X, S. 354) und das oben beschriebene Gitterspektroskop, fiir die 
Zwecke der Farbenindustrie auch das einfachere Gitterspektroskop von 
Dr. Léwe-Zeiss. 

2) Daf’ ein spektroskopischer Befund nur dann vollstindig zur 
ldentifizierung einer Substanz ausreicht, wenn die betr. Substanz durcl: 
ein durchaus charakteristisches, genau erforschtes Absorptionsspektrum 
gekennzeichnet ist, das sich von anderen ahnlichen Absorptionsspektren 
zweifelsfrei differenzieren lafst, erscheint selbstverstandlich, wird aber 
leider nicht immer geniigend beachtet. Wenn z. B. K. Wind die An- 
wesenheit von «Nitritmethimoglobin> im Blute seiner Versuchstiere fii 
erwiesen hilt, weil das Absorptionsmaximum des von ihm beobachteten 
Streifens im Rot ein wenig weiter nach rechts lag als beim «echten> 
Methimoglobin, so ist dieser Schluf nicht gerechtfertigt: denn das 
«Nitritmethimoglobin» ist bislang weder als chemisches Individuum sicher- 
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da man den Ort der einzelnen Absorptionsstreifen im Spektrum 

moglichst genau nach Wellenlangen bestimmt (s. unten, Orts- 
| bestimmung der Streifen). Oft ist es notwendig, ein Absorp- 

tionsspektrum noch genauer zu charakterisieren, dadurch, dab 

man aufer der Ortsbestimmung der Streifen noch ihre relative 

Breite angibt (s. unter Breitenmessung). Eine noch vollstindigere 
Charakterisierung einer Absorptionserscheinung wiirde dadurch 
erreicht werden, daf man die relative Intensitit der einzelnen 
Streifen, d. h. die mehr oder weniger vollstiindige Lichtabsorp- 
tion am Ort der betreffenden Streifen feststellte. Leider besitzen 
wir kein Verfahren, das exakt und doch so einfach ist, dab 
es Aussicht auf die praktische Anwendung bei der Ausfiihrung 
qualitativ spektroskopischer Untersuchungen hiitte. Praktisch 
wird man sich wohl allgemein damit begniigen, die relative 
Intensitat der einzelnen Streifen nach dem optischen Eindruck 
abzuschatzen und so zu charakterisieren, dab man z. B. von 
den 3 ungleich dunklen Absorptionsstreifen eines Spektrums den , 
| einen als den dunkelsten, den andern als weniger und den ‘ 
dritten als am wenigsten dunkel bezeichnet.'!) Dabei ist es ; 
praktisch gleichgiiltig, wenn eine derartige Schiitzung der relativen 
Intensitét (im Spektroskop) ein Resultat ergibt, was mit dem 
bei der wissenschaftlichen Photometrie der Absorptionsstreifen 


4 vestellt, noch hat Wind iiber einen Kontrollversuch mit einem Gemisch 
aus Blut und kiinstlich hergestelltem «Nitritmethamoglobin» usw. berichtet. 
Es hatte in diesem Falle weit eingehenderer Angaben bedurft, wenn so 
weitgehende Schliisse lediglich aus dem spektroskopischen Verhalten einer 
Fliissigkeit gezogen werden. Ob das Blut der Windschen Versuchstiere 
das gewohnliche Methimoglobin oder ein besonderes «Nitritmethaimo- 
globin» enthielt, ist nicht erwiesen. Dagegen kann es keinem Zweifel 
unterliegen, dafs das Blut irgend ein Methéimoglobin enthielt. Das wesent- 
liche Ergebnis seiner Arbeit ist somit gesichert. 

‘) Bei der Untersuchung des gleichen mehrstreifigen Absorptions- 
spektrums mit Prismen aus verschiedenen der gebrauchlichen Glas- 4 
sorten habe ich bislang keine erhebliche durch die Glassorte bedingte ‘ 
Verschiedenheit in der relativen Intensitaét der einzelnen Absorptions- ; 
streifen beobachtet. Dagegen muf man beriicksichtigen, dafs die relative 
Intensitat der Absorptionsstreifen eines mehrstreifigen Spektrums sich 
etwas verschieden darstellt, je nachdem man die betreffende Fliissigkeit 
mit einem Gitterspektroskop oder mit einem Prismenspektroskop beobachtet. 

20 
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erhaltenen nicht tibereinstimmt. Denn es kommt bei der quali- 
tativen Spektroskopie ja nur darauf an, die relative Intensitiit 
der einzelnen Streifen insoweit richtig zu schitzen, daB andere — 
Beobachter bei der einfachen spektroskopischen Untersuchung 
im analogen Falle zu der gleichen Beurteilung kommen miissen. 
Es lassen sich daher bei der einfachen spektroskopischen Be- 
obachtung nur deutliche Unterschiede in der relativen Intensitiit 
der einzelnen Absorptionsstreifen zur Charakterisierung eines 
Absorptionsspektrums heranziehen. 

Von gréfbter Bedeutung ist die Ortsbestimmung der 
Absorptionsstreifen. Sie wird folgendermafen ausgefiihrt. 
Man verdiinnt die Fliissigkeit ndtigenfalls soweit, daf der zu 
bestimmende Streifen noch deutlich sichtbar ist, stellt dann 
durch Drehen an der Mikrometerschraube die Marke des MeB- 
okulars auf die dunkelste Stelle des Streifens ein und liest die 
Stellung an der Mikrometereinrichtung ab. Um die geeignetste 
Verdiinnung zu finden, muf man meistens mehrere Verdiinnungen 
priifen. Enthilt ein Spektrum mehrere Streifen von verschiedener 
Intensitiit und Breite, so mu man jeden Streifen bei der fiir 
seine Messung geeignetsten Verdiinnung bestimmen. Ungemein 
zahlreiche, in dieser Art von mir wie auch von andern Be- 
obachtern in meinem Laboratorium ausgefiihrte Bestimmungen 
des sogenannten Dunkelheitsmaximums von Absorptionsstreifen 
haben ergeben, daf} diese Bestimmungen sich mit einer fiir prak- 
tische Zwecke ausreichenden Genauigkeit ausfiihren lassen. ') 
Gelegentlich geben Spektroskopiker die Lage von Absorptions- 
streifen bis auf eine AngstrOmeinheit (= = Zehnmillionte! 
einer Wellenlinge) genau an. Das ist so aufgefaft worden, 
als ob man den Ort eines Absorptionsstreifens in der Tat mit 


') Genaue Bestimmungen des Dunkelheitsmaximums der Absorptions- 
streifen einer Anzahl wichtiger Blutfarbstoffderivate hat meines 
Wissens zuerst Formanek ausgefiihrt. Ich habe diese Methode eben- 
falls bei zahlreichen Untersuchungen angewandt und die dabei erhaltenen 
Werte kiirzlich mitgeteilt, vgl. 1. c. Klinische Spektroskopie, 5S. 50, 53, 
58, 59, 60, 65, 67, 80, 81, 85, 87, 88, 90, 98, 101, 102, 103, 107, 108, 
115, 120, 122, 123, 126, 127. 
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einer derartigen auberordentlichen Genauigkeit feststellen kénnte. 
Das ist aber im allgemeinen nicht der Fall. Auch ein geiibter 
Beobachter sich begntigen, z. B. das Dunkelheitsmaximum 
der beiden Absorptionsstreifen einer Blutlisung zu etwa 578 
(fiir den ersten) und et wa 542 (fiir den zweiten) zu bestimmen. 
Es hieBe die Leistungsfihigkeit der Methode iiberschiitzen, wenn 
man eine Angabe, wonach z. B. das Dunkelheitsmaximum des 
ersten Streifens zu 578,1 angegeben sein mdége, so auffassen 
wollte, als kénnte die Lage dieses Streifens mit dem Faden- 
kreuz bis auf 0,1 uu zuverlassig bestimmt werden.') 

Zahlenmifige Angaben iiber das Dunkelheits- 
maximum der Absorptionsstreifen sind fiir die Bestimmung 
eines Absorptionsspektrums deswegen ungemein wertvoll, weil 
durch sie jeder Untersucher in der Lage ist, seine Beobachtungen 
iiber ein zu bestimmendes Absorptionsspektrum mit jenen zu 
vergleichen, auch wenn er mit einem andern Prismenapparat 
arbeitet.?) Durch sorgfiltige Messung gewonnene Angaben tiber 
den Ort des Dunkelheitsmaximums in absoluten Werten (Milli- 
ontel Wellenliingen) bilden daher das Geriist fiir den Bau der 
qualitativen Absorptionsspektralanalyse. 

Die Charakterisierung eines Absorptionsspektrums 
sich durch zahlenmafige Angabe der seitlichen Begrenzung der 
einzelnen Streifen vervollsténdigen, jedoch nur, wenn zu der 
Bestimmung ein Spektroskop mit symmetrischem Spalt be- 
nutzt wird und wenn die Bedingungen, unter denen die Messung 
ausgefiihrt wird, genau bekannt sind; némlich die Spaltweite, 
Fernrohrvergr6ferung, Schichtdicke und Konzentration der Fliis- 
sigkeit und annahernd die Intensitaét und der Abstand der Licht- 


') Um einer derartigen Uberschatzung der Genauigkeit spektro- 
skopischer Ortsbestimmungen bei Absorptionsspektren vorzubeugen, 
habe ich es fiir richtig gehalten, in meiner Abhandlung iiber die klinische 
Spektroskopie die Lage der Absorptionsstreifen nur in ganzen uu anzugeben. 

*) Ob sich in dieser Hinsicht kleine Unterschiede ergeben werden, 
wenn man das Dunkelheitsmaximum des gleichen Absorptionsstreifens 
einerseits mit einem Prismaapparat, anderseits mit einem Gitter- 
apparat bestimmt, ist noch nicht geniigend untersucht. Ich habe bei 
den von mir bislang gepriiften Objekten keinen Unterschied gefunden; 


die Beobachtungen werden noch fortgesetzt. 
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quelle vom Spalt.!) Eine dieser Bedingungen, die Herstellung 
einer bekannten Konzentration, ist praktisch natiirlich oftmals 
nicht zu erftillen. In solchen Fallen kann man noch den Aus- 
weg wihlen, dafi man «Breitenmessungen» der Absorptions- 
streifen bei allmahlich gesteigerter Verdiinnung der betreffenden 
Fliissigkeit ausfiihrt und die gefundenen Werte durch eine 
Kurve oder durch direkte zeichnerische Wiedergabe darstellt. 
Zur Bestimmung und Ausmessung der Absorp- 
tionsspektra hat man auch das photographische Ver- 
fahren herangezogen. Photogramme einiger Absorptions- 
spektren sind auf der beigegebenen Spektraltafel abgebildet. 
Obgleich die Absorptionserscheinungen auf diesen Spektro- 
grammen einen recht naturgetreuen Eindruck machen, so darf 
man sich dadurch nicht zu der Annahme verleiten lassen, daf 
die photographische Methode unter allen Umstinden eine richtige 
Wiedergabe der Absorptionserscheinungen erlaube. Die neuer- 
dings von mehreren Seiten zum Ausdruck gebrachte Auffassung, 
daBi die photographische Methode objektiver sei als die «sub- 
jektive» Methode der direkten spektroskopischen beobachtung, 
ist nur bedingt richtig. Geradezu irrtiimlich ist aber die Auf- 
fassung, daB die photographische Methode frei von «Subjek- 
tivitiit» sei. Sie muf im Gegenteil als eine in mehrfacher 
Hinsicht durchaus subjektive Methode angesehen werden. Der 
Beweis hierfiir liegt in der Tatsache, daS ein Spektrogramm 
des Absorptionsspektrums einer Fliissigkeit dann als richtig 
gilt, wenn es demjenigen Bilde mdglichst &hnlich ist, das uns 
bei der direkten spektroskopischen Beobachtung des betreffenden 
Objekts durch unser Auge vermittelt wird; mit anderen Worten: 
wir kontrollieren das Produkt der «objektiven» photographischen 
Methode, das ist das Spektrogramm, durch die «subjektive» 
spektroskopische Beobachtung! Meine spektrophotographischen 
Untersuchungen haben mir gezeigt, dai das spektrophotogra- 


‘) Derart ausgefiihrte Breitenmessungen der Absorptionsstreifen im 
Verein mit den Beobachtungen tiber die relative Intensitaét und den Be- 
stimmungen des Dunkelheitsmaximums liefern erst eine sichere Unterlage 
fiir eine gute Darstellung der Absorptionsspektra durch Kurven oder 
Zeichnungen. 
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phische Verfahren nur in den Hiinden eines erfahrenen Spektro- 
skopikers brauchbare und verliBliche Resultate liefern kann, sie 
aber auch unter diesen Umstinden nicht immer liefert.') 

Trotz der auch in hiesigem Institute eifrig betriebenen Ver- 
suche ist es bislang nicht gelungen, einen listigen Mangel 
des spektrophotographischen Verfahrens ganz zu_beseitigen, 
namlich die ungleiche Empfindlichkeit der gebriiuchlichen photo- 
graphischen Platten fiir die Lichtstrahlen verschiedener Wellen- 
lange. Daher mu man bei dem Photographieren der Absorp- 
tionsspektren von Fliissigkeiten mit der Méglichkeit rechnen, 
dai Intensitét und Lage der Absorptionsstreifen durch ein 
Spektrogramm unter Umstiinden nicht ganz richtig wiederge- 
geben werden. 

Der angegebene Fehler tritt um so weniger auf, je gréBer 
die Dispersion des benutzten Gitters ist. Daher konnte ich 
auch mit dem Gitter III am leichtesten befriedigende Spektro- 
gramme erzielen.*) Anderseits ist es oft erwiinscht, ein Gitter 
mit geringerer Dispersion zu benutzen, da dann die Absorptions- 
streifen scharfer erscheinen. Benutzt man nun das Gitter II, 
so macht sich die besprochene Fehlerquelle, das Auftreten der 
sogenannten Plattenminima*) viel mehr bemerkbar. Sie ist 


') Diese Beurteilung deckt sich vollstandig mit derjenigen, zu 
welcher der Photograph unserer Anstalt, W. Gummelt, gekommen ist. 
Gummelt hat das Ergebnis seiner spektrophotographischen Versuche in 
einer Abhandlung zusammengefaft, die in der «Zeitschrift fiir Fortschritte 
auf dem Gebiete der Réntgenstrahlen», Jahrgang 1910, erschienen ist. 
Wegen der Einzelheiten sei auf diese Abhandlung verwiesen. 

*) Rost, Franz und Heise benutzten zur Herstellung ihrer Spektro- 
gramme ein Gitter von etwa gleicher Dispersion wie mein Gitter III. Auch 
ihre, im iibrigen mustergiiltigen Spektrogramme weisen zum Teil sehr 
merklich die bis dahin unvermeidlichen, durch die oben angegebene 
Fehlerquelle der spektroskopischen Methode hervorgerufenen Banden auf, 
die dem betreffenden Absorptionsspektrum an sich nicht angehéren. — 
Es sei iibrigens ausdriickiich hervorgehoben, dafi der Wert des Werkes 
von Rost, Franz und Heise durch jene unvermeidbare Unvollkommen- 
heit eines Teils ihrer Spektrogramme nicht im mindesten beeintrachtigt wird. 

*) Uber analoge, beim Arbeiten mit Prismenspektrographen ver- 
schieden starker Dispersion im hiesigen Institut gemachte Beobachtungen 
hat kirzlich W. Gummelt berichtet (I. ¢c.). Bei einem Apparate mit 
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namentlich dann zu beriicksichtigen, wenn man versuchen will, - 


durch Ausmessen der Originalspektrogramme oder der 
davon hergestellten Abziige die Dunkelheitsmaxima 
der Absorptionsstreifen zu ermitteln. 

Um die Ortsbestimmung der Absorptionsstreifen auf diesem 
indirekten Wege auszufiihren, benutzt man am besten einen 
stabilen Gitterspektrographen, z. B. in der Art des oben be- 
schriebenen Apparates. Man photographiert nun zunachst ein 
als Vergleichsspektrum dienendes Emissionsspektrum, z. B. das 
Heliumspektrum und dann das zu untersuchende Absorptions- 
spektrum. Auf dem photographischen Negativ oder besser aut 
dem davon hergestellten Positiv mift man dann den Abstand 
der Heliumlinien, z. B. zwischen den Linien 588 und 502 oder 
389 und bestimmt dann die Lage der dunkelsten Stelle des 
Absorptionsstreifens zu diesen Linien. Die der dunkelsten Stelle 
des Absorptionsstreifens entsprechende Wellenlange ergibt sich 
dann leicht durch Rechnung. Zum Ausmessen der Platten dient 
entweder ein schwach') vergréferndes Mefiimikroskop oder ein 
Mafstab auf Glas, wie sie in geeigneter Ausfiihrung von Carl 
Zeiss, Jena, geliefert werden. Benutzt man richtig hergestellte 
Spektrogramme als Unterlage fiir die Messungen, so gibt diese 
Methode ebenfalls gute Resultate. Man hat aber stets die durch 
die sogenannten Plattenminima bedingte Fehlerquelle 2u beriick- 
sichtigen. Davon, da man durch Ausmessen der Platten durchweg 
eine grofere Genauigkeit erzielt als durch die einfache spektro- 
skopische Messung mit dem Fadenkreuz und der Mikrometer- 
schraube, habe ich mich nicht tiberzeugen kOnnen. Doch ist 
es fraglos von Wert, eventuell beide Methoden neben einander 


veringer Dispersion erhielt er zwar scharfere Bilder der Absorptions- 
streifen, aber auch viel leichter, als unliebsame Zugabe, die durch die 
Plattenminima bedingten «Pseudo-Absorptionstreifen>. 

') Die den «MeBmikroskopen fiir Negative» von Zeiss beigegebenen 
Objektive und Okulare liefern eine viel zu starke VergréBerung. Eine 
VergréBerung ist kaum nétig, man kann daher mit Vorteil ein einfaches 
Mebwerk benutzen, bei dem ein geeigneter, mit Hilfe einer Mikrometer- 
schraube mefibar verschiebbarer Index mit der dunkelsten Stelle des 
Absorptionsstreifens zur Coinzidenz gebracht wird. Ein derartiges ein- 
faches «Mikrometer» werde ich demnachst genauer beschreiben. 
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anwenden zu kénnen, wozu sich die oben beschriebene Apparatur 
sehr gut eignet. 

Bei Untersuchungen iiber die Absorptionserscheinungen 
an der Grenze des sichtbaren und unsichtbaren Violett, sowie 
im unsichtbaren Violett (Ultraviolett) ist man natiirlich im all- 
gemeinen auf die photographische Methode angewiesen. Will 
man das Absorptionsspektrum einer Fliissigkeit spektrophoto- 
graphisch darstellen, so empfiehlt es sich, in der von Rost, 
Franz und Heise angegebenen Art eine Anzahl verschieden 
starker Verdiinnungen herzustellen und diese unter einander zu 
photographieren. 

Eine Anwendung der Spektrophotographie, die vielleicht 
Eingang in die gerichtliche Medizin finden kénnte, besteht in 
dem spektrographischen Nachweis von Blutfarbstoff und seiner 
nachsten Umwandlungspodukte. Wiéisserige Ausziige aus Blut- 
flecken, die je 1 Jahr alt waren, lieferten mir den bekannten 
Violettstreifen sehr leicht. Ich konnte ihn mit dem neuen Gitter- 
spektrographen unter Benutzung von Gitter II noch in einer 
Verditinnung von einem Teil Blut auf 5000 Teile Wasser 
bei nur 1 cm dicker Schicht durch das Spektrogramm nach- 
weisen, bei grdferer Schichtdicke natiirlich in weit 
stirkerer Verdiinnung. Ehe man dieses Verfahren fiir ge- 
richtliche Zwecke empfehlen kann, miissen freilich noch ent- 
scheidende Versuche dariiber angestellt werden, ob dieser 
Violettstreifen nur durch Blutfarbstoff und seine niichsten Um- 
wandlungsprodukte hervorgerufen werden kann. 
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Uber die Oxydationen in lebenden Zellen nach Versuchen 
am Seeigelei. 
Von 
Otto Warburg. 


(Aus der zoologischen Station in Neapel.) 
(Der Redaktion zugegangen am 29. April 1910.) 


Die Versuche iiber die Oxydationen im Eit)habe ich fort- 
gesetzt und verfiige jetzt tiber viele hundert Messungen. Von 
diesen will ich einige, die mir wichtig erscheinen, mitteilen. 

Als Material wurde meist Strongylocentrotus lividus ge- 
wihlt, dessen Eier widerstandsfihiger sind und sich infolge- 
dessen besser fiir Experimente eignen. Die Sauerstoffbestim- 
mungen wurden nach Winkler oder Schiitzenberger ausge- 
fiihrt und im iibrigen so, wie ich es in der ersten Arbeit be- 
schrieben habe. Ein Th. hinter den Zahlen bedeutet, wenn nichts 
dazu bemerkt ist, abgelesene Kubikzentimeter Thiosulfat 
(1 com = ca. 0,06 ccm Sauerstoff), ein H. abgelesene Kubik- 
zentimeter Hydrosulfit (1 cem = ca. 0,1 ccm Sauerstoff). Zum 
Vergleich wurden diesmal meist keine Stickstoffbestimmungen 
gemacht, sondern ein und dasselbe Material in gleiche Teile 
geteilt; dies ist genauer. Fiir jeden neuen Versuch findet sich 
ein Protokoll im Anhang. Die eingeklammerten Nummern ent- 
sprechen den Protokollnummern im Anhang. 


I. 


Wenn man das Ei des Seeigels befruchtet, so steigt in 
kurzer Zeit der Sauerstoffverbrauch, z. B. auf das Sechsfache. 
Ein derartiges Resultat besagt zunichst weiter nichts, als 
eine ruhende Zelle einen niedrigeren Stoffwechsel hat als eine, 


1) Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 1; Bd. LX, S. 443. 
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die sich entwickelt, und wird in dieser Form fast selbstver- 
stiindlich erscheinen. Uber die Verkettung der Prozesse: Zell- 
teilung, Kernteilung, Steigerung der Oxydationen wissen wir 
eins, durch Loeb:') Kern- und Zellteilung horen auf, wenn man 
den Eiern den Sauerstoff entzieht. Die Oxydationen sind also 
eine notwendige Bedingung fiir Kern- und Zellteilung. Ich 
habe mich gefragt, ob auch die Kern- und Zellteilung ihrer- 
seits eine notwendige Bedingung fiir die Oxydationen sind, mit 
anderen Worten, ob die erwadhnten Vorgange unter allen 
Umstinden miteinander verkettet sind. Das ist durchaus 
nicht der Fall. Fiigt man zu Seewasser sehr wenig 
Phenylurethan, so wird Zell- und Kernteilung unter- 
driickt, der Sauerstoffverbrauch dagegen sinkt nur 


sehr wenig. 


Beispiele: 
Atmung in See- in Phenylurethan-Seewasser 
wasser ca. !/2000-normal 
[1] a) 7,5 7,0 Th. 
b) 6,2 5,0 » 
c) 6,9 6,5 » 


Die gr6éfte Differenz, die ich tiberhaupt erhielt, ist in 
Versuch b) mitgeteilt und betrigt ca. 20 °/o, wihrend der 
Unterschied zwischen befruchteten und unbefruchteten Eiern 
ca. 600 °/o ist. 

Es war nun wichtig, zu wissen, welche morphologischen 
Prozesse in dem Phenylurethan-Seewasser noch vor sich gehen. 
Ich habe deshalb befruchtete Eier in kurzen Intervallen kon- 
serviert, die, bei 15°, teils in Seewasser, teils in Phenylurethan- 
Seewasser atmeten. Verteilt wurde das Material 30 Minuten 
nach der Befruchtung, als die Kerne deutlich, noch nicht auf- 
gelést, in der Mitte waren. Die Schnitte wurden mit Ham- 


alaun gefiirbt.?) 


') Pfliigers Archiv, Bd. LXII(1895). (Zitiert, wie auch im folgenden, 
nach: J. Loeb, Die chemische Entwicklungserregung des tierischen Eies.) 


*) Die Bilder sollen gelegentlich publiziert werden. 
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In Seewasser 


Seewasser ca. '/2000-normal 


beginnende Kernauflésung,| Kerne nicht aufgeldst, 


Nach 25 Minuten 
Astrosphiren keine Astrospharen 


Hantelstadium, beginnende| Kerne aufgeldst, Astro- 
2-Teilung sphiaren = eng um den 
ern 


Nach 40 Minuten 


Auflésung der Kerne und 
Nach 90 Minuten | Astrosphirenbildung in den Aquatorialplatte 
2er Blastomeren 


die Astrospharen sind nicht 


Nach 130 Minuten beginnende 4-Teilung 
auseinandergegangen. 


Es kommt also in dem Phenylurethan-Seewasser zur An- 
lage der Astrosphiren, die aber sehr klein sind und sich 
nicht vom Kern entfernen, selbst in einer Zeit (130 Minuten), 
nach der die Kontrolle schon in das Vierzellenstadium iiber- 
zugehen beginnt; oder: ein Stadium, das in Seewasser in 
35 Minuten erreicht wird, wird bei gleichem Alter des Aus- 
gangsmaterials auch in 130 Minuten nicht erreicht. Hieraus 
folgt, dafs auch Kernauflésung und Astrosphiirenbildung nicht 
die Ursache der Steigerung der Oxydationsprozesse sein kénnen. 

Zusammenfassend kOnnen wir sagen: die sichtbaren Ver- 
iinderungen im sich entwickelnden Ei sind keine Bedingung 
fiir die Anderung der Oxydationen nach der Befruchtung. Da 
anderseits nach der Loebschen Entdeckung die Oxydations- 
prozesse eine Bedingung fiir die sichtbaren Veriinderungen sind, 
so sind diejenigen chemischen Prozesse, als deren Mai man 
den Sauerstoffverbrauch betrachten darf, den morphologischen 
Prozessen tibergeordnet. Diese Tatsache wird fiir jede kiinftige 
Fragestellung tiber die Ursachen des Zellwachstums von Be- 
deutung sein. 

Man wird bemerken, dai die angefiihrten Zahlen auch 
von Wichtigkeit sind fiir die Theorie der Narkose (das Phenyl- 
urethan gehdrt in die Klasse der indifferenten Narkotica!)) und 


') Overton, Studien iiber die Narkose, Jena, 1901. 
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dai sie weder die Hypothese von Hans Meyer,') noch die 
von Verworn stiitzten. Fir Verworn?) kénnte ich anfiihren, 
dai gréfere Konzentrationen von Phenylurethan die 
Atmung allerdings erheblich vermindern, z. B. 


Atmung in See- in Phenylurethan-Seewasser 
wasser ca. 1/500-normal 
[2] 6,5 3.7 Th. 
5,6 2,50 » 


Es handelt sich aber nicht um die Frage, ob man mit 
einem Narkoticum die Oxydationen tiberhaupt herunterdriicken 
kann, sondern, wie sich die Oxydationen bei der eben wirk- 
samen Grenzkonzentration des Narkoticums verhalten. 


If. 


Die kiinstliche Beeinflussung der Oxydationsprozesse hat 
nur dann Bedeutung fiir das Verstindnis der physiologischen 
Verbrennung, wenn man eine Beeinflussung auf dem Umweg tiber 
Wachstum, Entwicklung oder andre physiologische Funktionen*) 
ausschlieBen kann. Bei Siiugetieren, Amphibien usw. ist das 
geradezu unmdglich, und deshalb haben uns die Respirations- 
versuche, die an solchen Objekten vorgenommen wurden, in 
der Theorie der Oxydationen nicht weiter gebracht. Selbst 
bei einem so einfachen Material wie den Hefezellen konnte 
ich eindeutige Resultate nicht erhalten, und man wird gewil 


- 


') Nach Meyer (Miinchener med. Wochenschrift, Bd. LVI, S. 1577) 
steigt der Stoffwechsel, weil vorher getrennte Substanzen zusammen- 
kommen, Seine Griinde, soweit sie lebende Zellen betreffen, sind die 
Entwicklungserregung des tierischen Eis und schlafender Pflanzentriebe 
durch Narkotica. Es handelt sich aber, wie aus VI dieser Arbeit her- 
vorgeht, um eine indirekte Wirkung auf den Stoffwechsel. 

2) Verworn, Deutsche mediz. Wochenschrift, 1909, Nr. 37. Nach 
Verworn sind wihrend der Narkose «die Oxydationsprozesse in der 
lebendigen Substanz gelahmt». 

Aus meinen Zahlen dagegen folgt, daf§ die Furchung des narkoti- 
sierten Eis weder unterbleibt, weil der Stoffwechsel gestiegen, noch weil 
er gesunken ist. Anders ausgedriickt: in der Narkose fiihren die Oxy- 
dationen nicht zu dem normalen physiologischen Erfolg. 

*) Ein Spezialfall dieser Forderung ist es, daf die Beeinflussung 
bis zu einem gewissen Grad reversibel sein muh. 
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nicht sagen kénnen, dafB Pepton die Atmung steigert, wenn 
eine mit Pepton erndhrte Hefe mehr Sauerstoff verbraucht als 
eine hungernde. 

Vor einiger Zeit teilte ich mit,!) das befruchtete 
oder unbefruchtete Ei des Seeigels in einer hypertonischen 
Loésung, in der die Entwicklungsprozesse sistiert sind, viel 
mehr Sauerstoff verbraucht als in Seewasser. Hier handelt es 
sich um eine direkte Beeinflussung der Oxydationsprozesse; 
doch hat die Versuchanordnung den Nachteil, dali man die 
Eier in einer bestimmten hypertonischen Lésung eine ganz 
bestimmte Zeit lassen muf$, wenn man Furchungen erhalten 
will, und daB sie andernfalls beim Zuriickbringen in Seewasser 
bald zerfallen. Die hypertonische Lésung gibt also, in Neapel 
wenigstens, keine reinen Resultate. Die Zahlen iiber die 
Atmung der Strongylocentrotus-Eier sind nur mitgeteilt, weil 
die Verhéltnisse etwas anders liegen, als bei Arbacia, die 
mir zu meinen friiheren Versuchen diente. 

Dagegen fand ich, daf sich die Oxydationen im 
Ei (Strongylocentrotus lividus) durch Anderung der Wasser- 
stoffionenkonzentration des Seewassers sehr erheb- 
lich beeinflussen lassen, und hier liegen die Verhaltnisse 
so einfach, daf eine ausfiihrliche Beschreibung der Versuche 
angezeigt ist. 

Herbst?) und Loeb#) haben fast gleichzeitig die Ent- 
deckung gemacht, dafi fiir die Entwickelung des Eis eine be- 
stimmte Konzentration der OH-Ionen eine notwendige Be- 
dingung ist. Loeb kniipfte daran die Vermutung, dafi in 
alkalischer Lésung die Oxydationen begiinstigt wiirden; spater *) 
konnte er seine Hypothese experimentell stiitzen, als sich 
zeigte, dafB fiir die Entwicklungserregung des Eis durch Alkalien 
Sauerstoff nétig ist. — 

Wenn man zu Seewasser Salzsiiure gibt, so steigt, wegen 
des Gehalts an Bicarbonat, die Wasserstoffionenkonzentration 


1) Diese Zeitschrift, 1. c. 
*) Archiv f. Entwicklungsmechanik, Bd. VII, S. 486, u. Bd. XVII, S, 385. 


3) Ebenda, Bd. VII, S. 631, und Pfliigers Archiv, Bd. CII. 
+) Loeb, Entwicklungserregung, Seite 123, 
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sehr langsam, wahrend die Spannung der Kohlenséure schnell 
wachst. Da nun die Kohlensaéure, abgesehen von den Wasser- 
stoffionen, die sie abspaltet, physiologische Wirkungen, z. B. als 
Narkoticum, ausiibt, so eignet sich angeséuertes Seewasser 
nicht fiir Versuche tiber den Einflu{8 der Wasserstoffionen. 
Alle Versuche, bei denen weniger als 3 ccm ®!/,,-HCl zu 100 cem 
Neapler Seewasser zugegeben wurden, sind nicht Salzséaure-, 
sondern Kohlensiéurewirkungen; also Mischwirkungen von CO,- 
Molekiilen und Wasserstoffionen. — Macht man Seewasser mit 
Laugen alkalisch, so wichst die Hydroxylionenkonzentration 
sehr langsam, wieder wegen des Gehalts an Bicarbonat. 
Aus diesen Griinden benutzte ich kiinstliche Loésungen; eine 
Mischung von 100 Molekiilen NaCl, 22 Molekiilen KCl und 
20 Molekiilen CaCl,,!) alle */10 normal, wird im folgenden als 
«Salzlésung» bezeichnet. In einer derartigen Flissigkeit ent- 
wickeln sich die befruchteten Eier von Strongylocentrotus 
zu schwimmenden Larven, wenn ihr eine passende Menge 
Hydroxylionen zugesetzt sind. ?) 

1. In einer Salzl6sung, die auf 1000cem 10 ccm 
NaOH enthiilt, steigt der Sauerstoffverbrauch des befruchteten 
Eis sehr stark an, wahrend Zell- und Kernteilung sistiert sind. 


Zum Beispiel: 


1000 Salzlosung Kontrollsalzldsung vom OH-lonen- 
-++- 10 NaOH gehalt des Seewassers?) 
(keine Entwicklung) (normale Entwicklung) 
12,7 7,6 Th. 
11,9 5,7» 
[3] 12,8 6,8 » 


In einem Fall fand ich eine Steigerung von nur 40°» 
und die Entwicklung war nicht vollstindig sistiert, sondern 


nur verlangsamt. 
2. In einer Salzlésung, der weder Bikarbonat noch NaOH 


zugefiigt ist, ist der Sauerstoffverbrauch sehr stark herabge- 
driickt, Zell- und Kernteilung sind sistiert. 


') Eine derartige Lisung ist von Loeb vielfach benutzt worden. 
2) Auf 1000 Salzlésung 5 ™/e-Bicarbonat und 2 4/10-NaQH. 
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Zum Beispiel: 


Salzlésung Seewasser 
Befruchtete Eier 0,8 H 2,4 H [4] 
Larven 3,0 » 9,8 » 


Eine Salzlésung, die nicht unter besonderen Vorsichts- 
maBregeln hergestellt wird, enthailt immer Spuren von CQ,; 
der Kohlensaéuredruck in der Zelle mu8 unter solchen Be- 
dingungen in der Zelle unnormal grof werden und es fragte 
sich, ob hierdurch die Wirkung der kiinstlichen Fliissigkeit 
auf die Atmung zustande kommt. LEiner kohlensiurefreien ') 
Salzlésung werden H-lonen in Form von NaH,PO, zugefiigt. 

Auf 1000 Salzlésung 0,5 cem n-NaH,PO, Seewasser 
1,1 H. 5,7 H. 

Die Atmung ist also noch tiefer gesunken, als in dem 
Versuch mit CO,-haltiger Salzlésung. Die Atmungskohlensiiure 
kommt, da die Eier kaum atmen, nicht in Betracht. 

Um aber ganz sicher zu gehen, habe ich noch 2 Losungen 
verglichen, die bei gleicher Wasserstoffionenkonzentration ganz 
verschiedene Mengen CO, enthielten, und erhielt keinen Unter- 
schied im Sauerstoffverbrauch. 


1000 Seewasser ++ 10 ccm "/10-HCl Salzlésung 
Tension der Kohlensiiure Tension der Kohlenséure 
ca. 16 mm ca. 0,15 mm 
[6] 5,5 5,8 


Hiermit ist sichergestellt, daB die kiinstliche Salzlésung 
vermége ihres Wasserstoffionengehalts die Oxydationen herab- 
driickt, wiéhrend die Konzentration der CO,-Molekiile in den 
untersuchten Grenzen die Atmung nicht beeinfluft. 

Ich verteilte nun gleiche Teile einer Eiportion in folgende 
3 Fliissigkeiten: 

I. Salzlésung Reaktion gegen Rosolsiure*) braunlich. 

II. 1000 Salzlésung 5 ™/2-Bicarbonat —+- 2 "/10-NaOH- 
Reaktion gegen Neutralrot gelb; Phenolphthalein schwach rosa. 

II]. 1000 Salzlésung + 10 ccm "{10-NaQH. 


') Das zur Herstellung benutzte destillierte Wasser wird in Jenaer 


Gefafen ausgekocht. 
2) Auf 10 ccm Lésung 0,05 cem einer 0,3°%oigen Indikatorlésung. 
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Wenn auch die Indikatoren fiir die Salzlésung noch nicht 
mit der Gaskette geeicht sind, so laft sich die Wasserstoffionen- 
konzentration dieser 3 Lésungen mit Hilfe der Friedenthal- 
schen Tabelle!) annahernd folgendermafien angeben: 


Sauerstoffverbrauch bei H-lonenkonzentration: 


10~-° : 1,4 H. keine Furchung, 
(7| : 3,9 H. normale Furchung, 
8,1 H. keine Furchung. 

Der Sauerstoffverbrauch wiachst also sehr langsam mit 
abnehmender Wasserstoffionenkonzentration der Salzlosung; 
in dem angefiihrten Beispiel ist er nicht umgekehrt proportional 
den Konzentrationen der Wasserstoffionen, sondern eher mit 
ihren Logarithmen. 

Ein Ei, dessen Atmung auf !!s gesunken ist, furcht sich 
nicht 3mal so langsam, sondern gar nicht; ein Ei, dessen 
Atmung auf das Doppelte gestiegen ist, furcht sich nicht doppelt 
so schnell, sondern gar nicht. Hieraus ergibt sich, daf die 
Beeinflussung der Oxydationen durch Wasserstoffionen nicht 
indirekt durch Beeinflussung der Entwicklung erfolgt. Nach den 
Atmungsversuchen in Seewasser zuriickgebracht, furchten sich 
die Eier weiter; die in der alkalischen Salzl6sung gewesen 
waren, erreichten nicht das Larvenstadium, dagegen stets die- 
jenigen, die in der sauren Salzlésung geatmet hatten. 


Ill. 


Wie kommt nun die Beeinflussung der Oxydationen durch 
Wasserstoffionen zustande ? 

Die einfachste und nachstliegende Erklirung ist die, daf 
in alkalischer Lésung die tierischen Verbrennungen, wie so 
viele chemische Reaktionen, beschleunigt werden. Voraus- 
gesetzt wird dabei, dai die Ionen in die Zellen eindringen. 
Grade diese Voraussetzung war mir, nach dem Studium der 


'‘) Arbeiten aus dem Gebiet der experimentellen Physiologie, S. 336. 
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Arbeiten Overtons,') unwahrscheinlich. Ich will nun zeigen, 
daB die OH-lonen nicht in das Ei eindringen. 

Loeb?) hat gefunden, daf die lebenden und sich furchen- 
den Eier des Seeigels mit Neutralrot sich rot farben, und konnte 
mit Hilfe dieses Farbstoffs demonstrieren, daB das befruchtete 
Ei mehr Saéure bildet als das unbefruchtete. Ich benutzte zur 
Entscheidung meiner Frage den gleichen Farbstoff. Befruchtete 
Eier von Strongylocentrotus wurden mit Neutralrot gefiarbt 
und dann in die alkalische Salzlésung (H: 10~"') gebracht, die 
die Oxydationen so erheblich steigert. In dieser Lésung 
blieben sie stundenlang*) rot, genau so wie in Seewasser. Hier- 
mit ist jedoch nichts entschieden, da man nicht weil, ob das 
Neutralrot als Indikator in der Zelle anwendbar ist. 

Ich habe mir deshalb eine Fliissigkeit hergestellt, deren 
Hydroxylionen von einer in die Zelle eindringenden Base ge- 
liefert wurden. In 50 ccm Seewasser wurden 2 ccm "/10-NH, 
gegeben; die OH-lonenkonzentration ist dann viel kleiner als 
die der alkalischen Salzlésung. Trotzdem schlagen in einer 
solchen Lésung die mit Neutralrot rotgefiirbten Kier, innerhalb 
einer Minute etwa, in Gelb um. Wascht man hierauf mit 
ammoniakfreiem Seewasser, so stellt sich die rote Farbung 
ebenso schnell wieder her und die rotgefirbten Kier furchen 
sich ungeschadigt weiter. Das Neutralrot zeigt also auch in 
der lebenden Zelle eine Anderung des Hydroxylionengehalts an. 

Gegen diese Feststellung kann der Einwand gemacht 
werden, dafi in der alkalischen Salzlésung doch OH-Ionen ein- 
dringen und daf schon sehr wenig geniigen, um die Atmung 
zu steigern; mit andern Worten, daf die Atmung ein emplind- 
licherer Indikator auf OH-Ionen ist als Neutralrot. Ich habe 
deshalb die Atmung des befruchteten Eies in Ammoniaksee- 
wasser untersucht, in der das mit Neutralrot gefiirbte Ei gelb ist. 

Beispiel: 
Seewasser Ammoniakseewasser 
(8] 10,1 11,0 Th. 


') Besonders Pfliigers Archiv, Bd. XCII, S. 115, 346 (1902) und 
Bd. CV, S. 176 (1904). 

*) Biochem. Zeitschrift, Bd. I], S. 34 (1906). 

*) Solange ich sie iiberhaupt beobachtete. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. Z1 
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Wie man sieht, atmet das gegen Neutralrot alkalische 
Ei nur 10°/o mehr, als das gegen Neutralrot saure Ei. Diese 
Eier sind nicht geschiéidigt, sondern in Seewasser zurtickgebracht, 
entwickeln sie sich zu schwimmenden Larven (wiéhrend der Ex- 
position in dem Ammoniakseewasser findet keine Furchung statt). 

Die geringe Steigerung, die fiir die zu entscheidende Frage 
gar nicht in Betracht kommt, ist auf die Anderung der OH- 
lonenkonzentration auBerhalb des Eis zuriickzufiihren. | 

Es gibt jetzt noch zwei Méglichkeiten: entweder reagieren 
die OH-Ionen mit der Plasmahaut und die Oxydationen andern 
sich, weil sich die Plasmahaut andert; oder sie tiben ihre Wir- 
kung aus nur durch ihre Anwesenheit in der die Zelle um- 
sptilenden Loésung. Die Entscheidung wird getroffen durch zwei 
Tatsachen, die Jaques Loeb!) gefunden hat: 

1. Die Hydroxylionen wirken nur bei Anwesenheit von 
Sauerstoff auf das Ei. 

2. Die Membranbildung, d. h. die Verianderung des Eies, 
die eine Anderung der Oxydationen zur Folge hat, geht auch 
ohne Sauerstoff (man hiitte sonst daran denken kénnen, dab 
die direkte Reaktion der OH-Ionen mit der Plasmahaut nur 
unter Sauerstoffaufnahme erfolgt). 


Resultat: 


Die Beeinflussung der Atmung durch Vermehrung der 
OH-lIonenkonzentration oder, was dasselbe sagt, durch Vermin- 
derung der H-lonenkonzentration kommt weder dadurch zu- 
stande, daf die Jonen eindringen, noch dadurch, dab sie mit 
der Plasmahaut reagieren, sondern einfach durch ihre An- 
wesenheit in der die Zelle umspiilenden Lésung. Die Plasma- 
haut ist der einzige Teil der Zelle, der mit dem auferen Milieu 
in Bertihrung ist, und deshalb muf ihr pbysikalischer oder 
chemischer Zustand von grdfter Bedeutung fiir die physiolo- 
gische Verbrennung sein. 

Wir néahern uns hier der Loebschen?) Theorie, nach der 
die Membranbildung ein entscheidender Vorgang fiir die Ent- 


') Loeb, Entwicklungserregung, z. B. S. 123. 
> Einleitung, Seite XVI. 
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wicklungserregung ist. Loeb hatte beobachtet, dafi immer dann 
der Ansto8 zur Entwicklung gegeben ist, wenn das Ei auf irgend 
eine Weise zur Membranbildung gebracht wurde. Wie aber 
die oberflaichliche Cytolyse solche Wirkungen hervorbringt, blieb 
eine offene Frage. Ich glaube, daB wir in den mitgeteilten 
Versuchen ihre Beantwortung sehen diirfen.') 

Loeb hat an eine Anderung der Durchliissigkeit fiir Sauer- 
stoff gedacht. Es ist im allgemeinen seit Pfliiger und Pfeffer 
bekannt, daB in den Zellen stets tiberschiissiger Sauerstoff ist, 
und man mitibte schon fiir das Ei eine Ausnahmestellung nach 
dieser Richtung annehmen. Nun habe ich aber nachgewiesen,?) 
dai die Oxydationsgeschwindigkeit im Ei unabhiingig vom Sauer- 
stoffdruck, d. h. unabhaéngig von der Sauerstoffkonzentration 
im Ei ist, wihrend diese Geschwindigkeit durch Veriinderung 
anderer Bedingungen sehr erheblich beeinfluBt werden kann. 
Daraus ergibt sich, dai Durchliissigkeitsinderungen fiir Sauer- 
stoff nicht in Betracht kommen kénnen fiir die Oxydations- 
groBe. (Selbstverstiindlich nach dem Massenwirkungs- 
gesetz die Reaktionsgeschwindigkeit des Sauerstoffs sich dindern, 
wenn seine Konzentration sich dndert. Da sich nun die Oxy- 
dationsgroBe nicht iindert, so heibt das, die Ubertragung 
des Sauerstoffs sehr schnell erfolgt, im Vergleich zur Bildung 
der Sauerstoffaffinitiiten. Diese Uberlegungen sind in éibnlicher 
Form schon im Jahre 1889 von Pfeffer*) sehr klar ausge- 
sprochen worden. Fiir die experimentelle Begriindung jedoch 
liegen die Verhialtnisse beim Seeigelei sehr giinstig, weil wir 
hier eine direkte Steigerung der Oxydationen durch andere 
Mittel sehr leicht erreichen.) 


1) Sichtbare Membran und Plasmahaut sind ja nicht zu ver- 
wechseln. Die Beziehungen lassen sich so ausdriicken, daf’ Membran- 
bildung ohne Verdainderung der Plasmahaut nicht vorkommt, dagegen 
haufig das Umgekehrte. 

) Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 4. Herr Dr. M. Henze hat kirzlich 
diese Verhaltnisse in etwas anderer Weise und genauer untersucht und 
ist, wie er mir mitzuteilen erlaubt, zu demselben Ergebnis gelangt. 

*) Abhandlungen der mathematisch-physikalischen Klasse der Kénigl. 
Sachsischen Gesellschaft der Wissenschaften, Bd. XV, Nr. 5. 
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Hier ist auch der Ort, auf eine Hypothese von Lillie?) 
einzugehen. Nach diesem Forscher hat die Plasmahaut Be- 
deutung fiir die Oxydationsprozesse, weil ihre Durchlassigkeit 
fiir Kohlensaéure unter verschiedenen auberen Bedingungen ver- 
schieden ist; die Kohlensiure soll in der Zelle in einem Gleich- 
gewicht mit oxydablen Stoffen stehen; wenn mehr fortgeschafft 
wird, soll mehr verbrannt werden. Es ist nun erstens, be- 
sonders durch Overton, bekannt, dai die Plasmahaut fiir 
Kohlensiiure ebenso durchlissig ist, wie fiir die andern lipoid- 
léslichen Stoffe; zweitens fillt im speziellen die Lilliesche 
Hypothese durch den Versuch iiber die Unabhiingigkeit der 
Oxydationsgréfe von der Tension der Kohlensiure, den ich 
oben mitgeteilt habe. 


lV. 


Nach diesem Resultat kam ich auf die Vermutung, dab 
Wirkung der Salze auf das Ei in gleicher Weise zustande 
kommen kénne, indirekt, durch Beeinflussung der Oxydationen. 

Ich ging aus von den Versuchen J. Loebs tiber die 
Giftigkeit einer reinen Kochsalzl6sung.?) Wenn man namlich 
Seetiere in eine reine NaCl-Lésung von der Konzentration des 
Seewassers bringt, so sterben sie bald, fiigt man aber Ca-Ionen 
oder selbst Zn- oder Pb-Ionen in bestimmten Mengen hinzu, 
so wird die Giftigkeit der NaCl-L6sung aufgehoben. Erklirungs- 
moéglichkeiten fiir diese merkwiirdigen Erscheinungen sind von 
Loeb mehrere gegeben worden, ohne daf er sich fiir eine 
bestimmte entschieden hiitte. Das Gemeinsame ist die Vor- 
aussetzung, dafi das Chlornatrium in die Zelle hineindiffundiert. 

HoOber,*) der sich viel mit der Theorie ahnlicher Tat- 
sachen beschiiftigt hat, ist der Meinung, daB die Salze auf die 
Plasmahaut wirken «durch Auflockerung oder Verdichtung der 
Hautkolloide». Seine Argumente sind teils die Resultate 


') Lillie (R.), Amer. Journ. of Physiology, Bd. XXIV, S. 14 und 
Bd. XXVI, S. 106. 

*) Pfliigers Archiv, Bd. LXXXVIII, S. 68. 

*) Hofmeisters Beitrage, Bd. V, S. 432 (u. Gordon) u. Bd. Xl, 
5. 35. Zeitschrift f. allg. Physiol., Bd. X, S. 173. 
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Overtons, teils eigene Untersuchungen iiber die Ahnlichkeit 
der Ionenwirkungen auf Kolloide und lebende Zellen. 

Overton') hat am Froschmuskel Beobachtungen tiber 
die Wirkung isoosmotischer Salz- (und Non-Elektrolyt)lésungen 
gemacht, die nicht weniger iiberraschend waren, als die 
Loebschen Ergebnisse an Fundulus; er neigt zu der Ansicht, 
daB durch die Plasmahaut ein Kationenaustausch stattfindet. — 

Wenn man die Eier von Strongylocentrotus lividus etwa 
eine Stunde nach der Befruchtung in eine reine, dem See- 
wasser isotonische NaCl-Lésung bringt. so beginnt ein Teil 
schon nach ca. 10 Minuten die Symptome der schwarzen Cyto- 
lyse zu zeigen; nach 20 bis 30 Minuten sind die meisten Eier 
cytolysiert und natiirlich nicht mehr imstande, sich in See- 
wasser zu entwickeln. Ich habe nun gefunden, daf die 
Giftigkeit einer NaCl-Lésung durch eine Spur Natrium- 
evanid aufgehoben werden kann (Konzentration des 
Cyanids: !/10000-n. {9a|), das heift: wenn man die Sauerstoff- 
atmung herunterdriickt, so wirkt eine NaCl-Lésung nicht giftig. 
Dies kann zwei Ursachen haben: entweder eine atmende Zelle 
wird durch die unbekannte schiédigende Wirkung des Chlor- 
natriums starker affiziert als eine Zelle, deren Stoffwechsel 
gehemmt ist, oder die NaCl-Lisung wirkt auf die Oxydationen 
und mit Hilfe der Oxydationen giftig. Von diesen beiden Még- 
lichkeiten kann ich, auf Grund von Messungen, die zweite als 
die richtige bezeichnen. In einer reinen NaCl-Lésung 
sind die Oxydationen des befruchteten Eies so stark 
gesteigert, dafi diese Steigerung allein die Giftwirkung 
vOllig hinreichend erklirt. 

Ich habe oben mitgeteilt, daf die befruchteten Fier in 
einer reinen NaCl-Losung schnell zerstOrt werden, und man 
wird fragen, wie eine exakte Messung unter solchen Umstanden 
moglich ist. Man muf hier einen kleinen Kunstgriff benutzen, 
namlich die Atmung in einer cyanidhaltigen NaCl-Lésung 
messen und vergleichen mit einer cyanidhaltigen Lésung, 
die auBer NaCl noch andere Ionen in passender Menge, z. B. 
CaCl, und KCl enthalt. Man findet dann das Verhiltnis 5: 1. 


') Pflagers Archiv, Bd. XCII, S. 346. 
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Die NaCl-Lésung wirkt also nicht giftig, weil in ihr NaCl in das Ei 
hineindiffundiert oder weil andere Salze aus dem Ei austreten, 
sondern weil die Oxydationen auf das 5fache gesteigert werden. 


Beispiele: 
(Die Fliissigkeiten waren beide #/10000-n. beziigl. NaCN.) 
NaCl-Loésung «Salzlosung » 
3,8 0,7 Thiosulfat, 
19] 3,9 0,8 Hydrosulfit. 


Ebenso wie nach Loeb die Giftwirkung durch Zusatz 
zweiwertiger Ionen beseitigt wird, finden wir die normale ') 
Oxydationsgr6fe, wenn wir zu der NaCl-Lésung eine geeignete 
Menge CaCl, zufiigen. 

Atmung in NaCl, KCl, CaCl,, MgCl,, MgSO,: 7,8 Th. 
» NaCl, KCl, CaCl, : 7,5 » ¢{10] 
NaCl, CaCl,: 8,2 

In Lésung I und II ging die Entwicklung zu Larven (be- 
obachtet bis zur Abwerfung der Dotterhaut) so gut wie in See- 
wasser; in III furchten sich die Eier lange Zeit wie normal, 
erreichten aber nicht das Larvenstadium. 

V. 

Von dem gleichen Gesichtspunkt aus betrachte ich die 
Resultate, die ich mit kleinen Mengen Kupfer-, Silber- und 
Goldionen erhielt. In Seewasser, das beztiglich dieser 
Metalle !/100000-normal war, blieb die Furchung be- 
fruchteter Eier von Strongylocentrotus stehen oder 
war sehr verlangsamt, wiihrend der Sauerstoffver- 
brauch stets gréBber war, als in der Kontrolle normal 


sich furehender Eier. 
Kontrolle in Steigerung in °/o der 


Konzentration : Seewasser: Atmung in Seewasser: 
Au 5,1 27 
Au 10-°: 6,0 4.0 50 
As 0: 37 3,1 20 
Cu 10-°: 5,4 4,4 23 
Cut/s 10-+*: 12,0 7, 54 
10-*: 8,8 5,4 63 


Normal heift in diesem Zusammenhang: dieselbe Gréfenordnung. 


<A 
i 
A 


Uber die Oxydationen in lebenden Zellen. 319 


In Seewasser zuriickgebracht begannen die Eier inner- 
halb weniger Stunden zu cytolysieren. 

Die Zahlen erlauben keinen Vergleich der Wirksamkeit 
der Metalle, weil fiir jeden Versuch anderes Material benutzt 
wurde und man aus der Tabelle ersieht, dafi verschiedenes 
Material durch das gleiche Metall verschieden stark beeinflubt 
wird. Laft man die Metallkonzentrationen um Zehnerpotenzen 
wachsen, so werden die Kier so schnell zerstért, dafi Atmungs- 
versuche (ohne Zentrifuge) nicht ausfiihrbar sind. 

Die Giftwirkung der Goldionen wird durch Kaliumeyanid 


‘aufgehoben. Seewasser, das in bezug auf KCN !/1000-, in bezug 


auf Gold !/5000-normal war, lie} die Eier 20 Stunden unveriindert, 
wihrend sie in der Kontrolle ohne Cyanid schon nach 30 Minuten 
zuSchatten geworden waren. Ahnliche Versuche ergaben dasselbe 
Resultat, wennnur mehr Cyanid als Gold in der LOsung war. Da das 
Gold durch Cyanid entionisiert wird, das Cyanid ferner die 
Atmung herabdriickt, so liegen 2 Erklarungsmoglichkeiten vor, 
zwischen denen ich nicht entschieden habe. 

Die gewohnliche Wirkung der Schwermetalle hat mit der 
Beeinflussung der Atmung durch Cu, Ag und Au offenbar nichts 
zu tun; denn selbst um Zehnerpotenzen grofere Konzentrationen 
folgender Ionen beeinfluften die Furchung') nicht: Co, Ni, Fe, 
Sn, Zn, Cd, Pb, Pte™, 

Metallspuren haben in der biologischen Literatur eine ge- 
wisse Rolle gespielt. Ich erinnere an die «oligodynamischen 
Erscheinungen» Niigelis?) und an die Giftwirkung des aus 
Kupferapparaten destillierten Wassers, die von Locke*) und 
Herbst+) beobachtet wurde; ferner an dem Befund von Herbst, *) 
daf man mit Silberspuren, und den von Delage,*) daf man 
mit Kupferspuren Anstofi zur Entwicklung geben kann. 


'} Beobachtet wurde stets nur wenige Stunden. 

2) Carl v. Nigeii, Neue Denkschriften der allg. schweiz. Ges. 
f. d. ges. Naturw., Bd. XXXII. 

3) Locke, Journal of Physiol., Bd. XVIII (1895). 

‘) Herbst, Archiv f. Entwicklungsmechanik, Bd. VII (1898). 

5) Herbst, Membranbildung durch Silberspuren. Mitt. der zoolog. 
Stat. Neapel, Bd. XVI, 1904. 

*) Delage, Comptes R., Bd. CXLIX, 890. 
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VI. 


Wir haben uns bisher nur mit der Beeinflussung der 
Oxydationen im befruchteten Ei beschiftigt; wir gehen jetzt 
iiber zu den Versuchen am unbefruchteten Ei, die wegen ihrer 
Beziehung zur Entwicklungserregung spezielles Interesse be- 
anspruchen, die aber auch allgemein fiir den Mechanismus der 
Oxydationen neues ergaben. 

Anstof zur Entwicklung ist bis jetzt durch folgende Agenzien') 
gelungen: 

1. Hypertonische Lésung (Loeb?)). 

2. OH-Ionen (Loeb®*)). 

3. Silberspuren (Herbst*)) und neuerdings auch Kupfer- 
spuren (Delage®)). 

4. Lipoidlésliche Siuren (Loeb®)). 

5. Lipoidlésende Stoffe, wie Alkohole, Benzol, Ester (Hert- 
wig,’) Herbst,’) Loeb’)). 

Daf} derartig vorbehandelte Eier, wenn sie in Seewasser 
sich zu entwickeln beginnen, mehr Sauerstoff verbrauchen als 
unbefruchtete Eier, ist nach den bisher mitgeteilten Versuchen 
nur ein anderer Ausdruck fiir die Tatsache der Entwicklungs- 
erregung. Wenn wir aber vorausschicken, daf alle fiinf er- 
regenden Fliissigkeiten Kern- und Zellteilung des befruchteten 
vollstiindig sistieren, so ist es durchaus merkwiirdig, 
die Atmung wihrend der Exposition in einem Teil dieser Fliissig- 
keiten steigt. 

Fiir die Atmung des unbefruchteten Eies in der hyper- 
tonischen Lésung sind in den beiden friiheren Mitteilungen 


‘) Hierbei sind Versuche mit Serum und ahnlichen unbekannten 
Gemischen nicht beriicksichtigt. 

?) Loeb, Entwicklungserregung, S. 37. 

>) > » S. 118. 

*) Herbst, loc. cit. 

’) Delage, loc. cit. 

*) Loeb, Entwicklungserregung, S. 60. 

‘) O.u. R. Hertwig, Uber den Befruchtungs- und Teilungsvorgang 
des tierischen Eies, Jena 1887. 

*) Biolog. Zentralblatt, Bd. XII] (1893). 

") Loeb, Entwicklungserregung, S. 63 u. 64. 
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Versuche mitgeteilt. Die Verhaltnisse liegen genau so bei 
Strongylocentrotus, wie bei Arbacia, d. h. in der hypertonischen 
Lésung (1000 Seewasser, 43 g NaCl, 30 ccm "/10-NaOH) ver- 
braucht das unbefruchtete 8—10mal so viel Sauerstoff als in 
Seewasser. In gleicher Weise steigern OH-Ionen und Spuren 
der Metalle Kupfer, Silber, Gold die Atmung des unbefruchteten 


Eies um viele 100°/o. 
Kontrolle in See- 


wasser : 
12| Ag = Seewasser, Konzentration 10~-*: 8,0 1,0 Th. 
Au= > 10-°: 5,4 1,8 » 
14) Cu= 10-9: 5,4 1,0 » 
OH » ea. 10-%: 8,51) 1,3 >» 


In allen diesen LOsungen wird die Oberfliiche des Kies 
etwas runzlig und haufig bilden sich Membranen. Besonders 
schén ist die Membranbildung in Silberseewasser, wie dies 
Herbst?) beschrieben hat. Wollte ich beim Zuriickbringen 
in Seewasser Furchungen erzielen, so eignete sich am besten 
eine !/s00000-normale Goldseewasserlésung und eine Exposition 
von 20 Minuten bei 13°. 

Die fiinf entwicklungserregenden Mittel lassen sich nun 
in zwei Klassen trennen, und zwar auf Grund ihres Verhaltens 
zu befruchteten Eiern: hypertonische Lésungen, Alkalien, Metall- 
spuren kénnen die Oxydationsprozesse beschleunigen; Siiuren 
und fettldsende Stoffe kénnen sie verlangsamen. Beispiele fiir 
das Verhalten der befruchteten Kier gegen QOH-lIonen und 
Metallspuren sind mitgeteilt. In der hypertonischen Lésung 
1000 cem Seewasser, 43 g NaCl, 30 ccm "'10-NaQH) fand ich 
(Strongylocentrotus befruchtet) : 

Seewasser Hypertonische Lésung 
2,1 5,7 H. 

(Die Atmung des befruchteten Eies von Strongylocentrotus 
in der hypertonischen Lisung wird also nicht so stark beein- 
flujt wie bei Arbacia; dies ist der einzige erhebliche Unter- 
schied, den ich bis jetzt zwischen den beiden Seeigeln fand.) 


‘) Die Zahlen fiir OH sind umgerechnet. Siehe Versuche. 
*) loc. cit. 
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Beispiele fiir lipoidlésende Stoffe: 

(17) Urethan: 3,8, Kontrolle in Seewasser: 5,7 Th. 

{18} Alkohol: 1,9, » » >» 3,1 

Dahin gehdren auch die in Abschnitt I erwahnten Ver- 
suche mit Phenylurethan in stiirkerer Konzentration. Beispiele 
fiir Siiuren sind in Abschnitt II z. B. Kohlenséure gegeben; 
wobei wieder zu beachten ist, dafi man es bei der Wirkung 
einer eindringenden Siiure mit drei Faktoren zu tun hat: Siaure- 
molekiile im Ei, Wasserstoffionen im Ei, Wasserstoffionen 
auBerhalb des Eies. 

Wir haben so das wichtige Resultat: die Oxydationen im 
unbefruchteten Ei kénnen durch Stoffe entfesselt werden, die 
die entfesselten Oxydationen herabdriicken. Es handelt sich 
offenbar bei den Séuren und fettldsenden Stoffen um eine 
indirekte Wirkung auf die Oxydationen. In der Tat hat Loeb 
gefunden, dai fiir die Entwicklungserregung durch die Sub- 
stanzen der zweiten Klasse kein Sauerstoff nétig ist. Hier 
fiihren die Loebsche Membranbildungstheorie und meine Resul- 
tate tiber die Bedeutung der Oberfliche fiir die Atmung wieder 
zusammen: die zweite Gruppe beschleunigt die Atmung, weil 
sie die Oberfliche veriindert. 

Von der ersten Gruppe ist die Wirkung der OH-Ionen 
am besten untersucht. Wir rufen uns erstens das Resultat 
des Abschnitts II ins Gediichtnis zuriick: die OH-Ionen, die nicht 
eindringen, reagieren nicht direkt mit der Oberflaiche; bedenken 
zweitens, daf sie nur bei Gegenwart von Sauerstoff die Ober- 
fliche verindern (sie wird runzlig und fiihrt haufig zur Mem- 
branbildung) und drittens, da zu dieser Veranderung der Ober- 
fliche, wenn sie mit andern Mitteln vorgenommen wird, nach 
der Loebschen Entdeckung kein Sauerstoff notig ist; das zu- 
sammen heift nichts anderes, als daf die OH-Ionen mit Hilfe 
der Sauerstoffatmung die Oberfliche des unbefruchteten Eies 
veriindern. 

Die erste Gruppe wirkt also primar auf die Oxy- 
dationen; die Folge davon ist eine Verainderung der 
Oberfliche, die Folge der verinderten Oberflaiche ist 
eine Verainderung der Atmung. Die zweite Gruppe 


Whe 


Uber die Oxydationen in lebenden Zellen. $258 


verindert primir die Oberfliche und nur dadurch 
die Oxydationen. 

Es wird auf den ersten Blick merkwiirdig erscheinen, dal 
die Sauerstoffatmung imstande ist, die Oberfliiche des Eies zu 
verindern. Wir kennen aber ein sehr schénes und iibersicht- 
liches Experiment von Loeb,!) die ktinstliche Membranbildung 
durch Siuren, die die gréSte Ahnlichkeit mit der Sauerstoff- 
atmung hat. Die Analogie wird noch deutlicher bei der God- 
lewskischen Modifikation?) der Methode, der die Fettsiiure 
durch Kohlensdure ersetzte. 

Die kiinstliche Membranbildung nach Loeb geht in Neapel 
quantitativ, und derartig erregte Kier sind’ von natiirlich be- 
fruchteten kaum zu unterscheiden. Es kommt aber, ebenso wie 
in Kalifornien, in der Regel nicht zu Furchungen. Loeb) ver- 
mutete, dafi die Oxydationsprozesse zwar in Gang gesetzt sind, 
aber in falschen Bahnen verlaufen. Die Messung ergab, dal 
die erste dieser Vorstellungen durchaus zutrifft. Die Oxydationen 
der Eier mit kiinstlichen Membranen sind fast von derselben 
Gréfe, wie die befruchteter Eier in Seewasser. 


Befruchtete Eier Kiinstliche Membraneier 
[18 | 10,5 9,0 Th. 


VIL. 


Das Verhalten der Eier mit kiinstlichen Membranen gibt 
Veranlassung zu einer Bemerkung tiber das Verhiltnis der Oxy- 
dationsprozesse zur Entwicklung. Wir haben in Abschnitt I 
gesehen, dafi man die Entwicklung des befruchteten Eies ver- 
hindern kann, ohne dafi die Oxydationen erheblich beeinflubt 
werden, und konnten im Zusammenhang mit andern Tatsachen 
daraus den sichern Schluf ziehen, dai der Stoffwechsel nicht 
die Folge, sondern eine Bedingung der Entwicklung ist; aber 
auch nur eine Bedingung. Wir kennen jetzt eine Reihe von 
Fallen, in denen die Oxydationen auf der richtigen Hohe sind, 
die Entwicklung aber ausbleibt: Narkose, Ammoniak, Eier mit 
kinstlichen Membranen. Wir kennen ferner die Beeinflussung 


1) Loeb, Entwicklungserregung, S. 60. 
*) Archiv fiir Entwicklungsmechanik, Bd. XXVI, S. 278. 
*) Loeb, Entwicklungserregung, S. 71. 
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der Atmung durch die Wasserstoffionen, Hydroxylionen und 
Metallspuren, die keine entsprechende Beeinflussung der Ent- 
wicklungsgeschwindigkeit, sondern Stillstand der Entwicklung 
zur Folge hat. An der Grenze aller derartigen Beeinflussungen 
findet man verlangsamte Entwicklungsgeschwindigkeit bei un- 
veriinderter oder gesteigerter Atmung. Es wird dann also 
zu derselben physiologischen Leistung viel mehr 
Sauerstoff verbraucht, als normalerweise. 

Eine ganz besondere Stellung nimmt die Blauséure als 
oxydationsbeeinflussendes Mittel ein. Hier liegen die Verhilt- 
nisse so, dai einer stark verminderten Oxydationsgeschwindig- 
keit auch eine stark verminderte Entwicklungsgeschwindigkeit 
entspricht; und zwar ist diese verlangsamte Entwicklung, die 
ich ca. 16 Stunden lang beobachtete, sehr schén und von der 
normalen Entwicklung nur durch die Geschwindigkeit zu unter- 
scheiden. Wenn man also in befruchteten Eiern die Oxy- 
dationen, immer reversibel, einerseits durch Wasserstoffionen, 
anderseits durch Blausiéure, um den gleichen Betrag herunter- 
driickt, so findet man im ersten Falle keine Entwicklung, im 
zweiten normale, verlangsamte Entwicklung. Nachdem_ ich 
gezeigt habe, dafB die Wasserstoffionen nur auf die Oberflache 
wirken, ist der erste Fall nicht wunderbar; denn sie werden 
eben ganz einseitig die Verbrennungen beeinflussen, und diese 
sind sicher nicht die einzigen chemischen Prozesse, die im Ei 
vor sich gehen. Um so wichtiger ist die Wirkungsweise der 
Blausiiure, von der man wei, daf sie in die Zellen eindringt: 
es gibt keinen besseren Vergleich, als die Temperaturwirkung, 
bei der auch Oxydations- und Entwicklungsgeschwindigkeit 
parallel gehen. Vielleicht werden die hier angedeuteten Ver- 
hiltnisse einmal eine Rolle spielen, wenn man in die Ur- 
sache der Zersetzlichkeit lebender Molekiile tiefer eindringen 
will. — Praktisch, bei Anstellung von Experimenten, sind 
sie geeignet, vor einem Irrtum zu bewahren. Ich habe oben 
mitgeteilt, daf die reine Kochsalzlésung deshalb giftig wirkt, 
weil sie die Oxydationen so enorm steigert. Man _ kénnte 
nun versuchen, die Oxydationen wieder durch Blausiure auf 
den normalen Wert herabzudriicken und dann normale Ent- 
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wicklung zu erwarten. Ich selbst habe, ehe ich mir tiber die 
Cyanidwirkung klar war, solche Versuche gemacht und natiir- 
lich stets mit negativem Erfolg. Fiir derartige Ziele miiBte 
man Agenzien kombinieren, von denen das eine einseitig die 
Oxydationen steigert, das andere einseitig die Oxydationen 
herabdriickt; also nach den bisherigen Erfahrungen auch keine 
eindringenden Substanzen, die ja die Entwicklung schon ver- 
hindern, ehe sie die Oxydationen beeinflussen. 


Beispiele fiir Cyanid (Strongylocentrotus befruchtet): 


In Seewasser Cyanid !/1o0000-n. Cyanid !/10000-n. 
[19] 6,2 2.0 1,2 Th. 
In der !/100000-n-Lésung sehr langsame Furchung; in der 
keine Furchung. 


Vil. 


Wenn auch der Mechanismus der Atmung bisher un- 
bekannt war, so wubte man doch in der Regel bei Organismen, 
die Wiarme produzieren, sich bewegen, wachsen, zu welchen 
Leistungen die disponibel werdende Energie herangezogen wurde. 
Bei der Furchung nimmt die Gesamtmasse der Zelle nicht zu, 
sondern sogar etwas ab; das einzige, was man sieht, ist eine 
rapide Vermehrung der Kerne, und so entstand die Hypothese, 
dafi der Sauerstoff zur bildung der Kerne verwandt wiirde. 
Die Konsequenz aus dieser Auffassung, ein rapides Anwachsen 
des Sauerstoffverbrauchs, traf nicht zu. Weil die Frage von 
allgemeiner Bedeutung ist, habe ich meine friiheren Versuche 
wiederholt nachgepriift und immer bestitigt gefunden: der 
Sauerstoffverbrauch wichst ganz langsam im Lauf der 
Furchung und nicht entfernt in dem Mafstabe, wie 
die Kerne. 


Beispiel Strongylocenirotus befruchtet in Seewasser: 
Im 2-Zellenstadium Im 64-Zellenstadium 
[20] 7,3 10,2 Th. 
Wir stehen hier also beztiglich des Zweckes der Oxy- 
dationen vor einem vollstindigen Ratsel. Die physikalisch- 
chemische Ursache des Anwachsens der Oxydationen im Lauf 
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der Furchung wird, nach den obigen Resultaten, zweifellos mit 
dem Wachsen der Oberfliche zusammenhangen. Auf quantitative 
Beziehungen einzugehen, ist verfriiht. 


IX. 


Man hat haufig im Zusammenhang mit den heutigen An- 
schauungen tiber die Bedeutung der intracelluléren Fermente 
daran gedacht, dafi das Spermatozoon derartige Stoffe in das 
Ei einfiihrte oder dort aktivierte. Die Vermutungen beziehen 
sich teils auf Oxydasen, teils auf Lipasen. 

Die Briider Hertwig!) haben zuerst angegeben, daf es 
gelingt, mehrere Spermatozoen in ein Ei zu bringen. Derartige 
Kier zerfallen dann etwa zu gleicher Zeit wie die normal be- 
fruchteten in zwei Zellen, in mehrere Furchungskugeln.?) Ich 
habe die Atmung solcher polyspermer Eier mit der normaler 
Eier verglichen und gefunden, daf der Sauerstoffverbrauch 
polyspermer Eier nur ganz unwesentlich erhoht ist. Man kann 
dieses Resultat auch so ausdriicken, dafi ein polyspermes 
Ei z. B. nur die Halfte Sauerstoff verbraucht, um in 
das Vierzellenstadium zu gelangen, als ein mono- 
spermes. 

Beispiel: 
Monosperm Polysperm 
[21] 7,6 8,3 Th. 

Dieses Resultat gibt gewif keinen Anhaltspunkt dafiir, 
dai das Spermatozoon Oxydasen ins Ei bringt. Dagegen stimmt 
es wieder gut zu der Anschauung, daf die Verinderung der 
Plasmahaut das Wesentliche fiir die Oxydationen ist; wenn die 
Haut veriindert ist, so werden weitere Spermatozoen die Oxy- 
dationen nicht mehr beeinflussen. 

Die Vermutung, daf bei der Entwicklungserregung Lipasen 
im Spiel sind, hat Loeb?) haufig ausgesprochen und auf die 
Keimung 6lhaltiger Samen hingewiesen, bei der solche Fer- 


') Uber den Befruchtungs- und Teilungsvorgang des tierischen Eis 
unter dem Einfluf{§ auferer Agentien. Jena 1887. 

*) Vgl. auch Boveri, Zellenstudien, Heft 5. 

') Loeb, Entwicklungserregung, S. 196. 
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mentationen beobachtet wurden. Lyon hat dann auf dem inter- 
nationalen Physiologen-Kongref in Heidelberg behauptet, einen 
Unterschied im Lipasegehalt befruchteter und unbefruchteter 
Seeigeleier gefunden zu haben. Eine Arbeit dariiber liegt nicht vor. 

Ich setzte buttersaures Athyl zu Seewasser, in dem sich 
die Eier befanden, und drehte die Eier mit der esterhaltigen 
Fliissigkeit, wie es fiir die Atmungsversuche beschrieben ist. 
Der Ester dringt in das lebende Ei ein und die durch Ver- 
seifung gebildete Buttersiure tritt quantitativ aus, weil der 
Partialdruck der buttersiuremolekiile in dem bicarbonathaltigen 
Seewasser fast gleich Null ist. Die Buttersiiure la8t sich im 
Seewasser neben Ester und Kohlenséure sehr genau bestimmen 
(siehe Methodik). Es stellte sich zunachst heraus, dai das 
unbefruchtete lebende Ei Butterséureester spaltet, und zwar 
in einer Menge, die im Verhiltnis zum Gesamtstoffwechsel gar 
nicht unbedeutend ist. Als ich aber Eier untersuchte, deren 
Stoffwechsel durch Befruchtung oder hypertonische Losung ge- 
steigert war, konnte nicht der geringste Unterschied konstatiert 
werden (Versuche Anhang 22). Lyon arbeitete nicht mit leben- 
den, sondern zerquetschten Eiern; vielleicht erkliren sich so 
meine abweichenden Resultate. Es ist aber, abgesehen von den 
Bedenken, die stets gegen Versuche mit zerstérten Zellen zu er- 
heben sind, bei der Ly onschen Versuchsanordnung schwer, wirk- 
lich vergleichbare Messungen anzustellen (Art des Zerkleinerns 
usw.). Zu betonen ist noch, dafi die von mir gewihlte Konzen- 
tration des Butterséureesters weder fiir das unbefruchtete Ei 
entwicklungserregend, noch fiir das befruchtete entwicklungs- 
hemmend war. 

Zusammenfassend kann ich sagen, dab ich fiir 
die Bedeutung intracellulirer Fermente bei der Ent- 
wicklungserregung keine experimentelle Grundlage 
finden konnte. 


X. 


Um zu wissen, was aus dem Sauerstoff im Ei wird, habe 
ich zunachst einige Kohlensiiurebestimmungen gemacht, die 
ergaben, daB die gebildete Kohlenséiuremenge von der- 
selben GréBenordnung ist, wie die verbrauchte Sauer- 
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stoffmenge. Dies wurde nachgewiesen fiir die befruchteten 
Eier in Seewasser und fiir die unbefruchteten in der hyper- 
tonischen Losung. 

Die Menge der Atmungskohlensiure ist klein im Verhilt- 
nis zur Kohlensiiuremenge im Seewasser. Ich habe deshalb 
mit kiinstlichen Salzlésungen gearbeitet. Die an das Wasser 
abgegebene Kohlensiure kann nicht als Atmungskohlensaure 
betrachtet werden. Ich habe deshalb die in den Eiern pri- 
formierte Kohlensiiure vor und nach dem Versuch bestimmt, 
gleichzeitig den Kohlensiiuregehalt der Salzldsung. Die Gesamt- 
differenz entspricht dann der neuentstandenen Kohlensiure. 


SchluBbemerkung. 


Das wichtigste und durchaus unerwartete Resultat der 
vorliegenden Untersuchung ist der Nachweis, dafii die Plasma- 
haut als solche, nicht deshalb, weil Stoffe durch sie ein- oder 
austreten, eine wichtige Rolle im oxydativen Stoffwechsel der 
Zelle spielt. In Kapitel II konnte dies geradezu bewiesen werden. 

Alle Substanzen, die die Oxydationen direkt steigern, 
d. h. alle, die die Atmung des befruchteten Eies steigern, sind 
solche, die nach Overton in die lebende Zelle nicht eindringen. 

Die Biologen, die mit Prefsiiften von Organen arbeiteten, 
haben in der Regel die Beobachtung gemacht, dal gerade die 
wichtigsten chemischen Funktionen darin fehlen. Man hat 
diese Erfahrung so ausgedriickt, daB fiir die meisten biolo- 
gischen Reaktionen Struktur Vorbedingung ware. Nachdem 
die Bedeutung der Oberfliche fiir die Oxydationsprozesse er- 
kannt ist, haben derartige Befunde nichts Uberraschendes mehr. 

Man wird fragen, was man sich unter der sonderbaren 
Rolle der Plasmahaut zu denken hat. Es ist ebenso leicht, 
Hypothesen hieriiber zu machen, wie es schwer ist, zwischen 
derartigen Vermutungen zu entscheiden, und deshalb hat eine 
Diskussion der Moglichkeiten wohl wenig Zweck. Ich selbst 
neige, auf Grund der Tatsachen in Abschnitt II und III, zu 
einer elektrochemischen Auffassung der Oxydationsprozesse, 
wobei die elektromotorischen Krafte durch auswihlende 
lichkeit der Plasmahaut fiir Wasserstoffionen entstiinden. 
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Man konnte aber auch daran denken, da die Stoffe auBer- 
halb der Zelle an der Grenze von Plasmahaut und umspiilendem 
Medium verbrannt wirden, wobei dann wieder Adsorptionen 
eine grofe Rolle spielen kénnten usw. usw. 


Methodik. 


Die Sauerstoffbestimmung mit Indigo und Hydrosulfit im 
Seewasser. Die Methode von Schiitzenberger und Risler 
beruht darauf, daf Indigblau durch Hydrosulfit zu Indigweif 
reduziert, das Indigweifi mit dem sauerstoffhaltigen Wasser in 
Reaktion gebracht und das gebildete Indigblau durch Hydro- 
sulfit zuriicktitriert wird. Die Methode ist bisher fiir Seewasser 
nicht benutzt worden und hat auch sonst offenbar hiiufig keine 
gute Resultate gegeben. 

Die Reaktion des Sauerstoffs mit Indigweif geht, wie wir 
durch Manchot und Herzog!) jetzt wissen, nach folgendem 
Schema: 

= J -+ H,0;. 

Das Wasserstoffsuperoxyd reagiert dann bei Gegenwart 

von Alkali mit einem 2. Molekiil Indigweib. 


KK + H,0, = J + 2H,0, 
H 


sodaB also fiir jedes Atom Sauerstoff schlieBlich ein Molekiil 
Indigblau entsteht. 

Sowie das Superoxyd nicht sehr schnell mit Indigweif 
reagiert, beobachtet man, daf nach eingetretener Entfarbung 
allmahlich wieder Blaufirbung auftritt. Soviel ich aus der 
Arbeit von Roscoe?) ersehen kann, hat er immer mit dieser 
Nachblauung zu tun gehabt und dadurch erklaren sich wohl auch 
die Schwierigkeiten, die er z. B. bei Gegenwart von NH, fand. 

Da wir durch Manchot wissen, dafB die sekundire Reak- 
tion nur bei Gegenwart von Alkali schnell verliuft, so ist eine 
alkalische Reaktion der Fliissigkeit nétig. Nun bemerkt man 
aber bei Sauerstoffbestimmungen im Seewasser, dali bei alka- 


:) Liebigs Ann., Bd. CCCXVI, S. 318 (1901). 
*) Berichte d. d. chem. Gesellschaft, Bd. XXII. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXVI. 
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lischer Reaktion die Nachbliuung auftritt. Dies kommt daher, 
daf in alkalischer Lésung das Calciumsuperoxyd schneller aus- 
fallt, als es mit dem Indigweifi reagiert und dann erst dllmih- 
lich wieder in LOsung geht, in dem Mafstab, als das geldste 
Peroxyd durch Reaktion mit dem Indigweif fortgeschafft wird. 

Die praktische Konsequenz dieser Verhaltnisse ist, dab 
eine ganz bestimmte Reaktion eingehalten werden muf, und 
zwar fand ich, dafi eine bicarbonathaltige Fliissigkeit, die etwas 
Soda enthalt, diese Bedingung am besten erfiillt; denn ein 
solches System ist gleichzeitig ziemlich resistent gegen Reak- 
tionsverschiebung und das ist wesentlich fiir eine bequeme 
Anwendung der Methode. 

Die Menge Wasser, die zur Bestimmung verwendet wurde, 
betrug ca. 219 cem; auf Grund obiger Uberlegung wurde zu 
einem neutralen Bestimmungs-Wasser 0,5 n-Na,CO, und 0,5 ccm 
n-NaHCO,-Lésung zugefiigt; zu Seewasser nur 0,5 n-Na,CO,: 
zu alkalischen Fliissigkeiten n-NaHCO, usw. 

Das Hydrosulfit stammte von der Bad. Anilin- und Soda- 
fabrik. Ca. 3g wurden in 1500 ccm Wasser gelost und 30 ccm 
n-NaOH zugesetzt: es wurden ferner 5 g reines indigodisulfo- 
saures Na (gleichfalls von der Bad. Anilin- und Sodafabrik) zum 
Liter gelist. Die Titerstellung geschah, wie in der zweiten 
Arbeit angefiihrt, mit Kupfer. 

In dieser Form ist die Methode ausgezeichnet. Im be- 
sonderen habe ich mich tiberzeugt, dafi Ammoniak, selbst in 
groBen Mengen, die Resultate nicht im geringsten beeinflubt. 
Fiir spezielle Fille, z. B. bei Gegenwart von viel Phosphat, 
fillte ich in dem Wasser, das Ca, K und Na enthielt, das 
Calcium durch eine konzentrierte Lésung von Oxalat aus. Der 
Umschlag in der milchigen oxalathaltigen Fliissigkeit ist noch 
besser zu sehen als in einer klaren Fliissigkeit und vielleicht 
werden manche ein derartiges Verfahren, bei dem ein Uberschub 
an Alkali nichts schadet, vorziehen. 

Zu der Winklerschen Methode ist nichts hinzuzufiigen. 
— Die Kohlensiurebestimmung habe ich in einer besonderen 
Mitteilung beschrieben. 


') O. Warburg, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 261. 


Ay 
‘ 
ty 
N 
. 


Uber die Oxydationen in lebenden Zellen. dol 


Bestimmung kleiner Buttersiuremengen im See- 
wasser: 5 cem einer mit ausgekochtem destillierten Wasser her- 
gestellten Buttersaiureldsung verbrauchten beim direkten Titrieren, 
mit 190 ccm ausgekochtem Wasser verdiinnt, 1. 8,6 cem "/s0 
n-BaOH, 2. 8,7 (Phenolphthalein). 5 cem derselben Lésung 
wurden zu 150 ccm Seewasser zugesetzt; dann 5 cem 10°/oige 
KHSO,-L6sung und ca. 20 Minuten zur Entfernung der Hauptmenge 
der CO, am RiickfluBkihler gekocht. Dann am absteigenden 
Kiihler destilliert; zuerst wurden 90 ccm abdestilliert; dann 2mal 
50 ccm COQ,-freies Wasser nachgefiillt und 50 ccm abdestilliert : 
verbraucht 8,6 ccm "/s0o-BaOH. Soll die Buttersiéure neben Butter- 
siiureester bestimmt werden, so wird zuniichst aus alkalischer 
Lésuug mit saéurefreiem Ather der Ester ausgeschiittelt. 


Versuche. 

Das Volumen der Flaschen, in denen die Eier zur Sauer- 
stoffbestimmung gedreht wurden, war ca. 306 ccm; das Vo- 
lumen der Flaschen, in die das Bestimmungswasser abgehebert 
wurde, ca. 225 ccm fiir die Titration mit Thiosulfat. Der Be- 
stimmungstrichter fiir die Titration mit Hydrosulfit fabte 219 ccm. 
Die Zahlen also, die pro 225 resp. 219 ecm angegeben sind, 
sind die abgelesenen Zahlen in Kubikzentimeter. Der Fehler 
bei der Winklerschen Bestimmung ist etwa 0,2 ccm, bei der 
Indigomethode etwa 0,4 ccm, wenn man als Fehler die gréBten 
Abweichungen zwischen 2 Bestimmungen bezeichnet, die vor- 
kommen k6énnen. Der prozentische Fehler der Bestimmung 
ist demnach, wie ein Vergleich mit den Ausschlagen lehrt, 
sehr klein. Grédfere Fehler entstehen durch ganz andere Fak- 
toren; vergleicht man z. B. die Atmung von Kiern, die sich 
furchen, mit solehen, die sich nicht furchen, so muf man stets 
beriicksichtigen, dafi im Lauf der Furchung die Atmung steigt: 
diese Steigerung lift sich aber noch nicht quantitativ in Rech- 
nung bringen. Andere Fehler kénnen entstehen durch ver- 
schiedene Senkungsgeschwindigkeiten der Eier. Alle diese Fak- 
toren werden bei spéitern Arbeiten eventuell zu beriicksichtigen 
sein; hier aber hat es sich nur darum gehandelt, die Verhiit- 
nisse ganz im groben festzulegen, und es ist nie aus einer 
kleinen Differenz irgend ein SchluB gezogen worden. 
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1. Strongylocentrotus befruchtet 15°. t = 16°, 23° Mate- 
rial in 2 gleiche Teile. Ein Teil in Seewasser, der andere in 
Phenylurethan-Seewasser (1 g Phenylurethan, in 5 ccm abso- 
lutem Alkohol gelést, in 12 Liter Seewasser. L6sung dann 
etwa 4/2000-normal). Gewaschen mit den beiden Fliissigkeiten. 
Atmungsversuch 2°5—-34°, Nach der Atmung waren die Eier 
aus Seewasser im 4-Zellenstadium, die aus Phenylurethan- 
Seewasser ungefurcht. Die in Seewasser hatten 7,5, die in 
Phenylurethan-Seewasser 7,3 ccm Thiosulfat pro 225 ccm ver- 
braucht. Proben nach der Atmung in Seewasser zuriickgebracht, 
ergaben schwimmende Larven (diese Angaben heifen stets, 
dai sich alle Eier zu schwimmenden Larven entwickelten). 

Die Grenzkonzentration des Phenylurethans, die eben 
die Furchung verhindert, ist ftir die verschiedenen Seeigel nicht 
ganz gleich, und wird tiberhaupt stets zwekmabig durch einen 
Vorversuch ausprobiert. 

2. Strongylocentrotus befruchtet 3°. t = 15°. Verteilt 
zu gleichen Teilen in Seewasser und Phenylurethan-See- 
wasser von bekanntem Sauerstoffgehalt. Phenvlurethan-See- 
wasser: 0,5 g in 2,5 cem Alkohol in 1500 cem Seewasser; 
Lisung dann ca. ‘/s00-n. Mit den Atmungsfliissigkeiten ge- 
waschen. Atmungsversuch 345—4°°, Nach der Atmung waren 
die Kier aus Seewasser im 2-Zellenstadium, die aus Phenyl- 
urethan ungefureht. Verbrauch auf 225 ccm in Seewasser 6,5, 
in Phenylurethan-Seewasser 3,7 ccm Thiosulfat. 

3. Strongylocentrotus befruchtet 111°. 119° in 2 gleiche 
Teile. Beide gewaschen mit einer kiinstlichen «Salzlosung» 
(100 NaCl, 2,2 KCl, 2,0 CaCl,, alle ca. °/10-normal), solange, 
bis mit BaCl, das abgeheberte Waschwasser nur noch bei 
lingerem Stehen opalescent wird. Dann einmal mit Lésung I 
resp. Lésung II gewaschen. 

Lésung I: 1000 cem Salzlésung + 10 ccm ®/10-NaQH. 

Lésung II: 1000 ccm Salzlésung 5 ccm ™/2-Na-bi- 
earbonat 2 cem ®{10-NaQH. 

Atmungsversuch 12!°—1, Nach der Atmung Eier aus | 
ungefurcht, aus II alle im 4-Zellstadium. Verbrauch auf 225 ccm 
in I 12,8, in II 6,8 cem Thiosulfat. 
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Die OH-lonenkonzentration, bei der die Furchung voll- 
staindig sistiert ist, wechselt etwas und ist deshalb durch einen 
Vorversuch auszuprobieren. 

4. Strongylocentrotus befruchtet 915 Verteilt im 2-Zellen- 
stadium zu gleichen Teilen. Lésung J: 100 NaCl, 2,2 KCI, 
2,0 CaCl,, alle ®/1o-normal. Mit Lésung I resp. mit Seewasser 
gewaschen. Das destillierte Wasser, das zur Herstellung von 
Losung I benutzt war, war nicht ausgekocht. Altmungsversuch 
124°—2!5, Verbrauch auf 219 ccm in Lésung 0,8 ecm, in 
Seewasser 2,4 ccm Hydrosulfit. (Seewasser darf als Kontroll- 
fliissigkeit genommen werden; denn eine dem Seewasser iso- 
alkalische «Salzlésung» veriindert die Atmung nicht, wie aus 
Versuch 10 hervorgeht.) 

9. Strongylocentrotus befruchtet 94°. t = 15°. Salzlésung 
(100 NaCl, 2,2 KCI, 2,0 CaCl, alle ®/10-normal) mit ausgekochtem 
Wasser hergestellt. Dann pro Liter 0,5-n-NaH,PO,. Eier mit 
dieser Salzl6sung gewaschen, bis Reaktion des Waschwassers 
sich nicht mehr andert. Atmungsversuch 11!5—12!5. Kein Ei 
war gefurcht. Verbrauch auf 219 ccm 1,1 ccm Hydrosulfit. Nun 
mit Seewasser gewaschen und Atmung in Seewasser 12°°—1°". 
Verbrauch auf 219 ecm 5,7 ccm Hydrosulfit. 

6. Strongylocentrotus befruchtet 101°. Verteilt zu gleichen 
Teilen 104° in Lésung I und II und damit gewaschen, bis Re- 
aktion unverandert. 

Lésung I: 1000 ccm Seewasser, 10 ccm ®/10-HCI. 

Lésung II: 1000 cem Salzlésung, an der Luft geschiittelt. 

Die Tension der Kohlenséure in Lésung bestimmte ich 
mit Hilfe von Herrn Dr. Henze nach Krogh. Bei der Her- 
stellung der Lésung | siittigt man das Seewasser zuerst mit 
Sauerstoff, unterschichtet dann die Salzséure, schiittelt in ganz 
gefiillter Flasche um und hebert dann vorsichtig ab. Sauer- 
stoffverbrauch in I 5,5 Thiosulfat, in II 5,8 ccm auf 225 ecm. 

4. Die Salzldsungen wurden mit nicht ausgekochtem 
destillierten Wasser hergestellt. 

Lésung I: Salzlésung (100 NaCl, 2,2 KCl, 2,0 CaCl,). 

Loésung II: 1000 ccm Salzlésung +- 5 ccm 2-Natrium- 
bicarbonat -++- 2 cem 10-NaOH. 
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Lésung III: 1000 cem Salzlésung + 12 ccm " 10-NaOQH 
-+ g NaCl. 

Strongylocentrotus befruchtet 11°. In 2 gleiche Teile ge- 
teilt und zunachst sehr griindlich durch Waschen mit neutraler 
Salzld6sung vom Seewasser befreit. Dann in Lésung II und III 
verteilt 121°. Zu Beginn des Atmungsversuchs Hantelstadium. 
Versuch 12°°—1°5, Sauerstoffverbrauch in II 3,9, in III 8,1 eem 
Hydrosulfit. Die Eier aus Lésung II, die sich normal gefurcht 
hatten, wurden nun griindlich mit Lésung I gewaschen, bis die 
Reaktion des Waschwassers sich nicht dnderte. Atmungs- 
versuch in | 25—3*°, Sauerstoffverbrauch 1,4 ccm Hydrosulfit. 

8. Strongylocentrotus befruchtet 9°°. Lésung I: 1000 ccm 
Seewasser -++- 40 ccm "/10-NH,; ist gegen Phenolphthalein rot, 
aber bedeutend heller als die alkalische Salzlésung. LEier in 
2 gleiche Teile geteilt. Atmungsversuch 11°°—12. Verbrauch 
in Seewasser 10,1 Thiosulfat, in Lésung I 11,0 cem pro 225 ccm. 

9. Strongylocentrotus befruchtet in Seewasser, 
dem pro Liter 1 ecm !\10-n-NaCN-Lésung (frisch bereitet) zu- 
gesetzt war. Einmal damit gewaschen. Dann in 2 gleiche 
Teile. Verteilt 1°° in Lésung I und II. 

Losung I: 1000 ccm (nicht ausgekochtes) destilliertes 
Wasser, 35 g NaCl, 1 ccm ®/10-NaCN. 

Lésung I]: 1000 ccm destilliertes Wasser, 35 g NaC! -+t- 
22 ccm ®/10-n-KCl + 20 cem &/10-n-CaCl, -- 1 cem ®/10-NaCN. 

Beide Lésungen reagieren gegen Neutralrot gelb, gegen 
Phenolphthalein Spur rosa; kommt von Dissoziation des Cyanids. 
Gut gewaschen mit den L6sungen. Versuch 14°—2°°. Ver- 
brauch in I pro 219 ccm 3,9 ccm Hydrosulfit, in [II 0,8 ccm 
Hydrosulfit. Nach der Atmung waren beide ungefurcht. 

%a. Fiir Cyanidversuche mit der reinen Kochsalzlésung 
ist es nétig, die Eier vorher mit cyanidhaltigem See- 
wasser zu waschen; denn die Wirkung der NaCl-Losung 
setzt oft sofort ein und offenbar schneller, als die Blausaure 
in die Zellen eindringt. 

Durch Vorversuche mu8 man sich ein Material verschaffen, 
das méglichst empfindlich gegen NaCl ist; ferner die Versuche 
immer erst zirka eine Stunde nach der Befruchtung beginnen. 


th 
2 
4 
ic 


Uber die Oxydationen in lebenden Zellen. 335 


Loeb hat 6fters auf periodische Erscheinungen bei Gift- 
wirkungen hingewiesen. Ich glaube, daf das NaCl in Abstinden 
von 5 zu 5 Minuten nicht gleich wirkt (bei etwa 16°), verfiige 
aber nicht tiber die ndtige Zahl von Versuchen, um das sicher 
behaupten zu k6nnen. 

10. Strongylocentrotus befruchtet 11 °. 

Lésung I: 100 NaCl -++ 2,2 KCl + 2,0 CaCl, + 7,8 MgCl, 
3,8 MgSOQ,, alle °/:0-normal; dazu 5 ecm ™/2-Na-Bicarbonat 
2 n/10-NaOH pro Liter. 

Losung If: 100 NaCl +- 2,2 KCl + 2,0 CaCl,, alle ®/i0- 
normal; dazu 5 ™/2-Na-Bicarbonat +- .2 "/10-NaOH pro Liter. 

Lésung Ill: 100 NaCl +- 2,0 CaCl,, %/10-normal; dazu 
5 ™/2-Na-Bicarbonat 2 ®/10-NaOH pro Liter. 

Die Reaktion dieser 3 Lésungen entspricht dem des See- 
wassers. 

Eier in 2 gleiche Teile geteilt; ab 11°° mit I und Il ge- 
waschen; bis erst beim Stehen Opalescenz mit BaCl, in II. 
Atmungsversuch 11°°—1255, Sauerstoffverbrauch pro 225 cem 
in I 7,8, in If 7,5 cem Thiosulfat. Nach der Atmung Eier 
sowohl aus I wie aus II im 2-Zellenstadium. Nun die Eier, 
die in I geatmet hatten, mit III] gewaschen. Atmungsversuch in 
III] 2°°—3 °°, Sauerstoffverbrauch 8,2 ccm Thiosulfat pro 225 cem. 

11. Lésung I: Seewasser. 

Lésung II: 1000 Seewasser +4- 1,6 ccm 2 10~*-n-CuSQ,. 

Strongylocentrotus befruchtet 925. t= 14°. Verteilt gleiche 
Teile LO und je einmal gewaschen. Versuch 10?5—11*5. Sauer- 
stoffverbrauch in I 7,8, in Il 12,0 Thiosulfat pro 225 ccm. 

12. Lésung Seewasser; 

Lésung II: 1000 Seewasser ~+- 0,5 ccm einer 0,3°/oigen 
Lésung von Ag,SO,, also in bezug auf Ag 10—°-normal. Frisch- 
bereitet. Strongylocentrotus unbefruchtet. In 2 gleiche Teile 
und ab 1035 mit I und I] gewaschen. Versuch 11°—12°°. 
Sauerstoffverbrauch pro 225 cem in] 1,0, in I] 8,0 ccm Thiosulfat. 

13. Wie 12. Goldlésung 1000 Seewasser -}- 1 ccm "/100- 
AuC],. 

14. Wie 12. Kupferlésung 1000 Seewasser -!- 1 ccm 
"/100-CuSO, (0,25 °/oige Losung). 
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15. Loésung I: Seewasser. 

Lésung Il: 1000 Salzlésung 10 /10-NaOH. 

Strongylocentrotus unbefruchtet in Seewasser 60 Minuten 
pro 225 ccm Sauerstoffverbrauch, 2,5 Thiosulfat. Nun die Hilfte 
der Eier, die in I geatmet hatten, mit neutraler Salzlésung 
sehr gut gewaschen und in II 45 Minuten. Verbrauch pro 
225 ccm 6,4 cem Thiosulfat. Auf gleiche Mengen und 60 Mi- 
nuten umgerechnet also in J 1,3, in II 8,5 cem Thiosulfat ver- 
braucht. 

Ahnliche Resultate erhielt ich in einer ganzen Anzahl von 
Versuchen. Ich habe aber auch Eier gesehen, die sich in der 
alkalischen Salzlésung nur sehr wenig verdnderten (Indikator: 
Kern geht in die Mitte und wird sehr deutlich; Oberfliche des 
Eies wird runzlig oder bildet Membranen). Man wird sich 
deshalb zweckmabig in Vorversuchen ein geeignetes Material 
aussuchen. 

16. Losung |: Seewasser. 

Lésung II: 1000 Seewasser + 10 g Urethan. 

Strongylocentrotus befruchtet 10%. t = 15°. 5 Minuten 
nach der Befruchtung verteilt zu gleichen Teilen in I und II. 
Einmal mit I und II gewaschen. Atmung 1045—1145. Sauer- 
stoffverbrauch pro 225 eem in 1 5,7, in II 3,8 cem Thiosulfat. 
Proben, nach der Atmung in II in Seewasser zuriickgebracht, 
entwickelten sich zu schwimmenden Larven. 

17. Lésung I: Seewasser. 

Lisung Il: 1000 Seewasser -+ 60 ccm absoluter Alkohol. 

Die Konzentration des Alkohols liegt weit iiber der narko- 
tischen Grenzkonzentration. | 

Sphaerechinus befruchtet 11°°. t = 14° Gleiche Teile 
zu verschiedenen Zeiten verteilt in I und II und gewaschen mit 
und II einmal. Atmung 1245—145 in Seewasser, 24°—3*° in II. 
Sauerstoffverbrauch in I 3,1, in II 1,9 cem Thiosulfat pro 225 ccm. 
Proben, nach der Atmung in Seewasser zuriickgebracht, ent- 
wickelten sich aus II zu schwimmenden, nicht hochsteigenden 
Larven. 

18. Strongylocentrotus unbefruchtet. Eier mit Seewasser 
gewaschen und in 2 gleiche Teile. Ein Teil mit Samen befruchtet 
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104°. Der andere Teil nach der Loebschen Fettsiuremethode, 
etwa zu gleicher Zeit, zur ktinstlichen Membranbildung gebracht. 
Dazu eignet sich in Neapel eine Mischung von 50 ccm See- 
wasser und 2,5 ccm "/s-Valerianséure. Exposition 2 Minuten. 
Versuch 119°—12°° in Seewasser. Sauerstoffverbrauch pro 
225 ecm der samenbefruchteten Eier 10,5, der kiinstlichen 
Membraneier 9,0 ccm Thiosulfat. 

19. Lésung I: Seewasser. 

Lisung II: 1000 ccm Seewasser -+- 1 ccm '!/10-n-NaCN. 

Loésung III: 1000 cem Seewasser +- 0,1 cem !/10-n-NaCN. 

Das Cyanid muf stets frisch hergestellt sein. 

Strongylocentrotus befruchtet 10°5. Verteilt in I und II 
zu gleichen Teilen 11!5. Kinmal mit I und II gewaschen. Ver- 
such 11°5—2%5, Sauerstoffverbrauch pro 225 ccm in I 6,2 in 
I] 1,2 cem Thiosulfat. Jetzt Material, das in I geatmet hatte, 
in Ill gewaschen. Versuch 1°°—23°, Sauerstoffverbrauch in III 
pro 225 cem 2,0 cem Thiosulfat. 

Proben aus II und III nach der Atmung in Seewasser 
zuriickgebracht, entwickelten sich zu hochsteigenden Larven. 

20. Strongylocentrotus befruchtet 10**. In 2 gleiche Teile. 
Kin Teil 114°—12*5 auf Atmung untersucht. Sauerstoffverbrauch 
pro 225 ccm 7,3 ccm Thiosulfat. Der andre Teil furchte sich 
bei 16° in grofen Schalen und wurde 42’—527 auf Atmung 
untersucht. (Beide in Seewasser.) Sauerstoffverbrauch pro 225 cem 
10,2 ecm Thiosulfat. 

21. Strongylocentrotus unbefruchtet gut gewaschen. Dann 
in 2 gleiche Teile. Ein Teil, 50 com Seewasser +- Eier, in 
450 ccm konzentrierter Salzlosung folgender Zusammensetzung: 
100 NaCl; 2,2 KCl; 2,0 CaCl,; 7,8 MgCl,; 3,8 MgSO,. Auf 
1000 0,5 ecm n-NaH,PO,. Dann wenig Sperma dazu und so- 
lange Seewasser, bis infolge Anderung der Reaktion die Sper- 
matozoen sich in lebhafter Bewegung um die Eier ansammeln. 
Dann noch etwas Sperma und 10 Minnten stehen gelassen. 
So wurde erreicht, daB fast jedes polysperm war und zwar 
ohne mehr Sperma zu bendétigen, als fiir die monosperme Be- 
fruchtung. DaB tatsiichlich mehrere Spermatozoen eingedrungen 
waren, wurde besonders dadurch kontrolliert, dal sich die 


x 

a 

a; 

‘ 


338 Otto Warburg, 


meisten Eier simultan in 3, 4 und mehr Blastomeren teilten.) 
Die Kontrollprobe wurde mit der gleichen Gesamtspermamenge 
in Seewasser befruchtet, und diese Eier entwickelten sich ganz 
normal tiber das 2-Zellenstadium. 

Die monosperme und die polysperme Befruchtung wurden 
etwa gleichzeitig gegen 10‘° vorgenommen. Atmungsversuch 
112°—12%°, Sauerstoffverbrauch der monospermen Eier 7,6, 
der polyspermen 8,3 ccm Thiosulfat. 

22. «Lipase» im (sich furchenden) lebenden Ei. 

Strongylocentrotus befruchtet 9%°. Nach etwa einer Stunde 
(t. = 16°) die Eier zentrifugiert. Zentrifugat 20 ccm, mit 
140 ccm folgender Fliissigkeit verdiinnt: 100 Seewasser -+ 1 
»/1o-NaOH 0,1 cem neutrales buttersaures Athyl. Also Kon- 
zentration des Athylbutyrats 0,09 cem = ca. 0,08 g auf 100 cem 
= ca. J/145-normal. 10°°—1" in einer Flasche mit grofer 
Luftblase bei 19° gedreht. Nach dieser Zeit waren die Eier 
schén gefurcht und die Lisung ganz klar. Zentrifugiert und 
iiberstehende Fliissigkeit 150 ccm, 3 mal mit 75 ccm séurefreiem 
Ather ausgeschiittelt, nachdem 1,5 cem ®/10-NaOH dazu. Dann 
sauer mit 5 ccm 10°/o KHSO, und wie oben destilliert. De- 
stillat verbrauchte 6,4 ccm ®/s0-BaOH (Phenolphthalein). 

Kontrolle, auf die gleiche Weise nur ohne Eier, ergab: 
0.5 ecm ®/s9-BaQOH. 

22a. Strongylocentrotus gleiche Teile. Ein Teil befruchtet, 
ein Teil unbefruchtet. Buttersiurebestimmung wie in 22, ergab: 
unbefruchtet 2,9 ccm ®/so-BaOH, befruchtet 3,0 ccm "/s0-BaOH. 

Stickstoff eines Teils ergab: 33 ®/10-HCl. Also auf 20 
" Stickstoff 1,8 ®/so-BaOH. 

22b. Strongylocentrotus unbefruchtet in hypertonischer 
LOsung. 

Hypertonische Lésung: 100 Seewasser -+ 4 g NaCl -!- 
1 cem "io-NaOH -- 0,1 cem Athylbutyrat. Buttersiiurebe- 
stimmung ergab: = 3,4 ccm "/s0-BaOQH. N = 41 ®/10-HCI. 
Also auf 20 "/10-Stickstoff 1,7 ®/so-BaOH; das ist dasselbe, 
wie unbefruchtete oder befruchtete Eier in Seewasser (22a). 


') Vgl. auch Boveri, Zellenstudien, Heft 5. 
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23. Strongylocentrotus unbefruchtet in hypertonischer 
Losung. 

Hypertonische Losung: 1000 ccm Salzlésung (100 NaCl; 
2,2 KCl; 2,0 CaCl,) mit ausgekochtem destillierten Wasser 
hergestellt. Dazu 43 g NaCl. Mit Luft geschiittelt unter Kohlen- 
siureabschlubB. zunachst sehr sorgfiltig mit neutraler 
CO,-freier Salzlosung von Seewasser befreit. Dann in 2 gleiche 
Teile und beide einmal mit der hypertonischen Lisung ge- 
waschen. Dann beide Mengen mit der hypertonischen Lésung 
auf 306 aufgefiillt. Dann eine Flasche eine Stunde bei 18° 
gedreht; aus der anderen nach gleichmabigem Verteilen der 
Kier und nach Zugabe von verdiinnter H,SO, ausgekocht. 
230 ccm in den CO,-Bestimmungsapparat gehebert. Vorgelegt 
23 cem BaOH = 32,6 ®/100 HCl. Nach Versuch 23 cem BaOH 
= 30,9 ®/100 HCl. Nach einer Stunde aus der andern Flasche 
in gleicher Weise 230 ccm Eier + Fliissigkeit abgehebert. 23 ccm 
vorgelegten Barytwassers waren jetzt: 29,1 "/100-HCl. Die ge- 
bildete CO, also = 1,8 "/s0-BaQH. 

Es waren also 1,8 auf 230 oder 2,4 auf 306 gebildet. Da 
1 ccm ®/100 HC] = 0,11 ccm CQ,, so waren 0,26 ccm CO, gebildet. 
Die Stickstoffbestimmung wurde im Rest (306 —23 ccm) ausge- 
fiihrt und ergab: 9,5 ccm ®/10 HCl. Es sind also auf 20 "/10 HCl 
0,14 eem CO, entstanden. In der gleichen Lésung findet auf 
20 1/10 etwa ein Sauerstoffverbrauch 0,2 ccm statt (nicht an 
demselben Material gemessen). 

24. Strongylocentrotus befruchtet in kiinstlicher Salz- 
ldsung. Salzlésung: 100 NaCl; 2,2 KCl; 2,0 CaCl,, mit aus- 
gekochtem destilliertem Wasser hergestellt. Auf 1000 ccm 
1 ccm ®/19 KOH. Gegen Neutralrot dann gelb. Befruchtet 11°. 
Sehr gut mit der kiinstlichen Salzlésung gewaschen, der aber 
keine Lauge zugesetzt war. Im iibrigen wie 23. Atmung 
490. 


Titer Baryt: 23,0.cem = 32,6%/100-HCl] _pitterenz 
230 cem Kier -+ Fliissigkeit 
ausgekocht: 23,0 » =28,5" wow CI} 


dene CO, 


230 ccm Eier + Fliissigkeit | entstan- 


nach Atmung ausgekocht: 23,0 » —=21,5"/100-HCl 


} 
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N in (306—230) com = 11,2 ®/10-HCI. 

Differenz in "/100-HCl auf 230: 7,4; auf 306: 9,8; auf 
20 2/10-N: 4,7 "/100-HC1; auf 20 ®/10-N pro Stunde: 1,6 ®{100-HCl 
= 0,18 cem CQO, (0°, 760 mm). 

Fiir den Sauerstoffverbrauch wird unter den gleichen Be- 
dingungen ca. 0,2 bis 0,3 cem pro Stunde u. 204/10 N gefunden. 

Diese Zahlen sagen, wie ich noch betonen méchte, iiber 
den respiratorischen Quotienten gar nichts; wer dafiir Interesse 
hat, mtiBte in derselben Probe Sauerstoff und Kohlensiéure 
bestimmen, also Gasanalysen machen. 

Die Resultate dieser Untersuchung verdanke ich nicht 
zum geringsten Teil den schénen Arbeitsbedingungen der zoo- 
logischen Station in Neapel. Ich méchte auch hier Herrn 
Dr. Reinhard Dohrn und Herrn Dr. Martin Henze danken. 


Heidelberg, April 1910. 
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Zur Frage iiber die «Tempordarisolierungsmethode> oder 
«Polyfistelmethode>. 


Erwiderung an Herrn W. W. Sawitsch. 


Von 
E. S. London. 


(Pathologisches Laboratorium des Kaiser]. Instituts fiir experimentelle Medizin, 
St. Petersburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, April 1910.) 


In dieser Zeitschrift (Bd. LXV, H. 3, S. 280) bringt W. W. Sawitsch 
eine Bemerkung unter dem Titel: «Berichtigung betreffend «Londons 
Polyfistelmethode>. » 

Sawitsch unterwirft darin meine historische Darstellung der Frage 
iiber die Grundlagen der operativen Methodik zur Untersuchung der Ver- 
dauungsprozesse im «Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden» 
(herausgegeben von Prof. E. Abderhalden) einer Kritik und ist der An- 
sicht, dafs die Polyfistelmethode, abgesehen von einigen Verdnderungen 
an den Fistelréhren selbst, nur den <allerdings ganz zutreffenden» Namen 
mir zu verdanken hat. Im iibrigen sei die Methode bereits im Jahre 1891 
von Glinsky vorgeschlagen und im Jahre 1904 von Straschesko zur 
Erforschung der Resorption verwendet worden. Verfasser kommt daher 
zum Schluf, daf ich es mir hatte sparen kénnen, einen neuen Weg der 
Erforschung der Verdauungsprozesse zu suchen, der bereits vor 18 Jahren 
beschrieben worden ist. 

Wenn ich zuniachst auf den von mir vorgeschlagenen Namen «Poly- 
fistelmethode» zu sprechen komme, so mufs ich bemerken, dafs ich die An- 
sicht Sawitschs beziiglich der zutreffenden Benennung der Methode nicht 
ganz teilen kann. Der Name ist vielmehr nicht ganz erschépfend, denn 
Polyfistelmethode besagt ja nichts anderes, als eine Methode, die durch 
Anlegen mehrerer Fisteln gekennzeichnet ist. In der Tat aber ist die 
Mehrheit der Fisteln keineswegs die wesentliche Grundlage der Methode. 

Es sei hier z. B. auf den «Pylorushund», «Darmsafthund», «Poly- 
chymotischen» Hund verwiesen und gezeigt, daf’ durchaus nicht die 
Zahl der angelegten Fisteln, sondern hauptsichlich die Art 
der Fistel und ihre Anlage (Konstruktion der Kaniile, Form 
derselben, operatives Verfahren bei Anlage derselben) das 
Wesentliche der von mir in Angriff genommenen und ausge- 
arbeiteten operativ-experimentellen Methode darstellen. 
Wenn somit z. B. beim «<polychymotischen» Hund durch An- 
lage einer einzigen Fistel gleichzeitig die Leistungen des 
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Magens, der Leber und des Pankreas gesondert studiert 
werden kénnen, so diirflen doch die Worte Sawitschs, dah das Neue 
der Methode blof in <einigen Veranderungen an den Fistelréhren selbst» 
zu erblicken sei, in einem wesentlich anderen Licht erscheinen. 

Ich wiederhole daher, dafs nicht die Zahl der Fisteln bei der von 
mir ausgearbeiteten Methode (obgleich auch dies mitunter eine wichtige Vor- 
bedingung der gesamten Methodik darstellt) als ausschlaggebendes Moment 
in Betracht kommt, sondern die besonderen Verhaltnisse der Fistelanlage, 
der FistelrShren selbst und nicht zum mindesten der Versuchsmethodik. 
Ich habe deshalb mein operativ-experimentelles Verfahren auffer mit dem 
Namen «Polyfistelmethode» — dieser Name kann nur deshalb beibe- 
halten werden, weil er sich leichter aussprechen laéfft — auch als <Tem- 
porarisolierungsmethode» bezeichnet, und letztere Bezeichnung entspricht 
mehr dem Wesen der Methodik. 

Die «Tempordrisolierungsmethode» aber wurde erst er- 
moéglicht, nachdem von mir die spezielle operative Technik 
fiir die Anlegung obturierender Kaniilen (Lumenweite bis 
35mm und mehr), ferner fiir die Transplantation der Papillen, 
fiir die Deckung der Darmdefekte usw. ausgearbeitet worden 
war. Die Kaniilen mit einem mehr als 4mal schmaleren Lumen (8 mm), 
wie sie Glinsky, im allgemeinen dem Verfahren Dastres folgend, ge- 
brauchte, konnten selbstverstandlich zu einer genauen quantitativen Methode 
nicht fiihren. 

Ich glaube also, dafs Herr Sawitsch, der augenscheinlich mit der 
«Temporarisolierungsmethode» gar nicht vertraut ist, durch die Benennung 
«Polyfistelmethode», weil er sie wortlich aufgefaft hat, irregefiihrt worden 
ist. Diese Methode, welche iibrigens von mir noch weiter ausgebaut wird, 
gestattet durch eine Reihe von neuen operativ-experimentellen Prinzipien 
ein genaues quantitatives Arbeiten zur Erforschung der Verdauung, der 
Resorption und Sekretion im Verdauungstraktus. Beziiglich der Einzel- 
heiten kann ich nur auf das betreffende Kapitel im «Handbuch der bio- 
chemischen Arbeitsmethoden» und meine weiteren Publikationen verweisen. 

Was nun das «systematische» Verschweigen der Arbeiten von 
Glinsky und Straschesko anlangt, so hielt ich es fiir angezeigt, in 
einem Handbuch nur diejenigen Arbeiten historisch hervorzuheben, die 
als Wendepunkte auf dem betreffenden Gebiete zu gelten haben, ohne 
aber damit den absoluten Wert der iibrigen, in anderer Hinsicht durch- 
aus wertvollen Arbeiten zu verkennen. 

Auf das Adjektivum <systematisch» und den Ton der Bemerkung 
Sawitschs etwas zu erwidern, glaube ich, nachdem ich den sachlichen 
Teil meiner Erwiderung erledigt habe, gerne verzichten zu kénnen. 
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Uber das angebliche Vorkommen von Cholin in pathologischer 
Lumbalflissigkeit. 


Von 


Max Kauffmann. 


(Aus dem chemischen Institut in Halle.) 
(Der Redaktion zugegangen am 10. Mai 1910.) 


Man findet in der Literatur zahlreiche Angaben iiber das Vor- 
kommen von Cholin in der Lumbalfliissigkeit. Die Durchsicht der einzelnen 
Arbeiten ergibt indes, dafi der Nachweis von keinem der Autoren in ein- 
wandfreier Weise gefiihrt worden ist. Man beschrankte sich gewéhnlich 
auf die Darstellung eines Platinsalzes und schlof aus der Form desselben 
auf die erwahnte Base. Auch die Methode von Rosenheim ') ist nur 
eine allgemeine Alkaloidreaktion. 

Eine gute Zusammenstellung der einschligigen Literatur findet sich 
bei J. Handelsmann.?) 

Kutscher und Rielinder*’) haben Lumbalfliissigkeit nach der 
Methode von Mott und Halliburton verarbeitet und das Vorhanden- 
sein einer Base, die nicht Cholin ist, festgestellt. Ich konnte ebenfalls 
in Lumbalfliissigkeit, die hauptsachlich von Paralytikern nnd Epileptikern 
im akuten Stadium stammte, Cholin nicht nachweisen. *) 

Inzwischen ist es Vorlinder und mir gelungen, einen mikro- 
chemischen Nachweis°*) fiir Cholin zu finden, der es erméglicht, das Vor- 
handensein von kleinsten Mengen festzustellen. Er besteht darin, dah es 
unter Umsténden immer gelingt, das oktaedrische Platindoppelsalz in 
monoklines zu verwandeln und umgekehrt. Es wurde nun in einer gréferen 
Menge von Lumbalfliissigkeit, die hauptsachlich von frisch erkrankten 
Paralytikern stammte — es handelte sich im ganzen um 6'/: Liter, die 

') New tests for Cholin in physiological fluids. Journal of physio- 
logy 1905. Vol. XXXIII, No. 3. 

*) Experim. u. chem. Untersuch. iiber d. Cholin u. seine Bedeutung 
fiir die Entstehung epileptischer Kriampfe. Deutsche Zeitschr. f. Nerven- 
heilkunde. Bd. XXXV. 

°) Monatsschr. f. Geburtsh. u. Gynik. Bd. XXV, Heft 6, 5. 81%. 

*) «Neurologisches Centralblatt». 1908, Nr. 6. 

°) Uber den Nachweis des Cholins. Dissertation Halle a. S. 1909. 
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im Laufe mehrerer Jahre gesammelt worden waren — versucht, Cholin 
nachzuweisen. Diese Menge war durch Zusatz derselben Menge von Al- 
kohol konserviert worden. Von der Fallung wurde abfiltriert, nach dem 
Ansiuern mit HCl bei Zimmertemperatur eingeengt. Der Riickstand wurde 
wiederholt mit absolutem Alkohol aufgenommen und zur Trockne ge- 
bracht. Zuletzt wurde mit Wasser aufgenommen. 

Herr H. Hildebrandt hatte die Freundlichkeit, mit dieser Lésung 
einige Tierversuche zu machen. Er injizierte einem Frosch eine Menge 
Lésung, die 65 ccm Liquor entsprachen. Eine Reaktion trat darauf nicht 
ein, die auch nach der weiteren Injektion der doppelten Menge ausblieb, 
und ebenso reagierte ein Kaninchen auf Injektion des letzteren Quantums 
nicht. 

Zur Priifung auf organische Basen wurden mit der wiasserigen 
Lésung die tiblichen Alkaloidreaktionen angestellt; der gréfite Teil von 
diesen trat tiberhaupt nicht ein oder so undeutlich, daf eine Isolierung 
der Niederschlage aussichtslos erschien; nur die Perjodidfallung erschien 
fiir eventuelle Isolierung der Base aussichtsreich. Der durch Jod-Jodkalium 
erhaltene Niederschlag wurde in der tiblichen Weise in das Platindoppel- 
salz tiberfiihrt.*) 

Die mikrochemische Untersuchung des Platinsalzes ergab, dafs die 
Base keinesfalls mit Cholin identisch ist. 

Auf Grund exakter Untersuchungen von verschiedenen Autoren er- 
gibt sich also folgendes Resultat: Normale wie pathologische Lumbal- 
fliissigkeit enthalt in der Regel Spuren einer Base (letztere der allgemeinen 
stiirkeren Konzentration entsprechend reichlicher, wie auch mehr Eiweif 
und Salze), die sicher nicht Cholin ist. 

Beziiglich der Einzelheiten des mikrochemischen Nachweises von 
Cholin méchte ich auf die erwaéhnte Dissertation und auf einen dem- 
nichst in den Berichten erscheinenden Auszug derselben hinweisen. 


4) Leider ging dabei der gréfere Teil der Substanz verloren, des- 
halb reichte das Material zur Ausfithrung von Analysen nicht aus. 
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Erklarung: 
Min. = Minuten. 
KochsalzIsg. = Kochsalzlosung. 


I. Versuche an Ratten: 


Kurve 1 und 2. 


17. Rattensarkom (39/A). 
Alter der Tumoren: 20 Tage. Gewicht der Tumoren: 17,5 g im Durchschnitt. 
38.5 g Tumor, 14,2 ¢ Sand, o2 g Kieselgur: Saft 6,0 cem, 12 Stunden bei 38°. 
N: — Trockensubstanz: 7,0". 
Glycyl-l-tyrosin G,983 g in 5) ecm physiologischer Kochsalzlisung. Davon 3 cem 
= ' Dipeptid. 
cem Saft. — 3,0 ecm Glycyl-l-tvrosinlésung = ,-Mol. ot com physiologische 
Kochsalzlosung. 
XL. 


Min Stunden tag 
o* 2 | 
070 23 


| 
+010 + + +— + ——+ + + + 


24 oc Pays Rachsalzls 
3S 


Kurve 3. 


Normaler Leberprefsaft. 


32,9 g Lebergewebe, 16, 4 g Sand, 4,9 g Kieselgur: Saft 19 ccm, 18 Stunden bei 38° C. 
N: 1,44 °,..-— Trockensubstanz 13,2",, 
dl-Leueyl-glyein: 3,772 g in 100 ecm physiologischer Kochsalzlosung. Davon 5 ccm 
1-Leucyl-glycin. 


21. X. 08. 


am 2901234 SCTE C67 
| | } 
50 > di-Leucyl-gly- 
Mol.1-Leucyl-glycin. -+--+ + 4-4-4 ft 


* Korrigierter Winkel. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXYVI, Tafel 1. 
4. «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 
lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten, IIL». 


Verlag von Karl J. Triibner in Stra$burg. 
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11. 0,1 ecm|Saft. 
5,0cem'dl-Leucyl-gly- 
cinlésung = 
Mol. 1-Leucyl-g4ycin. 
3,4ccm physiologische 
kKochsalzlosung. 


12. X. 09. 


5,0» 
3,0 > 
85 cem. 


13. X. O09. 


‘Min Stunden 


110. 


Neugeborene Ratten. 
2 Ratten in kleine Stiicke zerteilt und mit physiologischer Kochsalzlésung blutfrei ge- 
waschen: nachher zwischen Filtrierpapier getrocknet. 

45 g Organe, 22,5 g Sand, 6,7 g Kieselgur: Prefisatt 21,5 ccm. 

Der Saft wurde unter Toluol bei 38° 16 Stunden der Autolyse iiberlassen und dann filtriert, 

Das Filtrat enthielt 045°, N und 6,35", Trockensubstanz. 
dl-Leucyl-glycin: 3,772 g in 100 cem physiologischer Kochsalzlosung. 


, 


Kurve 4 und 5. 


| 


Kurve 6. 


1—2 Tage alt. 


= 1-Leueyl-glycin, 
I. 0,5 ccm Prebsaft, 


go. tit i | 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 2. 
Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 
Iytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten. IL». 


Zu «Emil Abderhalde 


und 


Verlag von Karl J. Triibuer in Strabbureg. 
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dl-Leucyl-glycinlésung = lLeucyl-glycin, 
physiologische Kochsalzlosung. 
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Davon 5.) cem 
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2g Rattengewebe, 12,5 g Sand, 5,7 g Kieselgur: Prebsaft 10 cem, 15'. 


dl-Let 


Kurve 7 und 8. 
0,1 ccm Prefsaft, 


5,0 > dl-Leueyvl-glycin == Mol. l-Leucyl-glycin, 


3,4 » physiologische Kochsalzlosung. 
80 ccm. 


13. X. OY. 
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Controllsa/te 
cc Pecsart 
Phys Aochsaczisg 


8s 
000, 


O1cc Pebsatre 
fur CC Shys Hochsalzisg 
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Kurve 9. 


Junge normale Ratten. 
7 2-3 Tage alte Ratten in grofe Stiicke zerschnitten und mit physiologischer Kochsalz- 


losung gewaschen. 


Stunden im Incubator 


bei 38C., dann filtriert und 3 Stunden im Ejisschrank stehen gelassen. 


Im Filtrat 037°), N, 63°), Trockensubstanz. 
0,85 cem des Filtrates = 0.00315 g N. 
ievl-glyein: 3772 g¢ in 100 ecm physiologischer Kochsalzlosung. 


1 1-Leucyl-glycin. 
19. I. 10. 


Mn. Standen 
WHt1234 5S UNI 2346 5S EP 


G00, 
0.85 com Prefsaft QM , 
) » dl-Leucyl-glycin- 
losung, 
» physiologische 040; ry? 
Kochsalzlésung. 
8.5 com. doa: | 
070 - | 
080 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 3. 
4u «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 
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085 cc 
765 cc Pays Kochsalalsg 


lytischen Feemente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten. IIL». 


Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 
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Davon 5,0 cem 
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Kurve 10 und 10a. 


22. XH. 09. Tumorleber (Rattensarkom). 
6 Ratten im Durchschnitt 76 g schwer. 
Alter der Tumoren 23 Tage. Gewicht der Tumoren 25 g im Durchschnitt. 
Rasch wachsende Geschwulst. 

28 g Leber, 14 g Sand, 4,2 g Kieselgur: Prefsaft 9,5 cem, 16 Stunden im Incubator bei 38? C. 
Im Filtrat N- Gehalt 117°), Trockensubstanz 10,6"). 
diLeucyl-glycin: 3,772 g in 1) ecm ‘physiologischer Kochsalzlésung. Davon 5,0 ccm 
= l-Leucyl-glycin. 


25. XII. O9. 


Mn Stunden Tage 
000. OM ILS 
50 » dl-Leucyl-glycin- ~ | aa rt 
losung, 010 —+- — | 
» physiologische 030 | + 
~ 
O5 cc Pessare 
Controlisale: Naochsalelsg 
200, 45 


Kurve 11. 


30. XL 09. Tumorleber. Rattensarkom, | 
Lebergewebe von & (8)--100 g schweren) Tumorratten (J.R.S. 39, B). 


Alter der Tumoren 20 Tage. Gewicht der Tumoren 5—15  g. 
4,7 g Leber, 17,3 g Sand, 5,2 g Kieselgur: Prefsaft 12 com, 16 Stunden im Incubator bei 
38° und filtriert. 
Im Filtrat 1,25°, N, Trockensubstanz 10"), 
dl-Leucyl-glycin: 3,772 ¢ in 100 cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 5,0 ccm 
= y.-Mol. 1-Leucyl-glycin. 


1. XII. 09. 


Mn Stunden Tage 


3&6 SF ION 2} 23456 


A 


420 


‘loppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 4. 


‘a «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 
lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten. IIL». 


Verlag von Karl J. Triibner in Strafburg. 
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Kurve 12 und 12a. 


1. 


-010 
Pretisaft, 020 
5.0 » dl-Leucyl-gly- 030» 
cinloésung, 040 
34 » physiologische 050. 
Kochsalzlosung. 
060 - 
CCM 070 
080 
OW. 
100- 
110 - 
80 cc Jhys Aoctsalzisg 
-010 
Orce 
fir I Phys A achsaleLsg 
8s 
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Kurve 14. 


5. Xf. 09. Rattensarkom (57, A). 


Tumor 60 Tage alt. Wachstumstillstand. 
34,5 g Tumor, 17,2 g Sand, 5,1 g Kieselgur: Saft 9 cem, 16 Stunden bei 58° ©, 
N 0,74°,, Trockensubstanz 7,6° ». 
dl-Leuel-glycin: 3,772 g in 100 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon o cem 
= '4y9-Mol. 1-Leucyl-glycin. 


Mir Stunden Tage 


Saft, 

» dl-Leucyl-glycin- 
losung, 

3,0 » physiologische 
Kochsalzlosung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 5. 
Zu «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto 
lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten IIT.. 


Verlag von Karl J. Triibuer in Strafburg. 
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Kurve 15 und 16. 


C00 
-OM 
11.0.1 cem Saft, 020 
> d]-Leucy]-glycin- 030- 
losung, 
3,4 physiologische | 
Kochsalzlisung. 950: 
O50. 
270 
090: 
100 } 
Controllsa/ ce 
OS 
8S 
200 
Jar 
85 


Kurve 17. 
10. 1.10. Tumor (Sarkom). Von einer 70 ¢ schweren Ratte. J.R.S. 41/A. 
Tumor 31g. Alter des Tumors 33 Tage. 
Rasch wachsender Tumor. -—- Progressives Stadium. 
“sg Tumor, 14 g Sand, 4,2 g Kieselgur: Prefisaft 3,5 cem, 16 Stunden im Incubator bei 35° C, 
Im Filtrat 5,9°), Trockensubstanz. 
d]l-Leucyl-glycin: 3,772 g in 100 cem physiologischer Kochsalzlésung. 
= 1-Leucyl-glycin. 


11. I. 10. 


Min Stunden 


Davon 5 cem 


000; 
Locem Pretsatt, 
dl-Leucyl-glycin- 
losung, 0.30 
» physiologische 040 
kKochsalzlosung. 050 
com. C60; 
070. 4 
Keine Narkose. 
09 + 
100 
14 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 6. 
4u «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 
lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten. 


Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 
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Kurve 18. 
&. Nil O09. Rattensarkom (J.R.S. 40/A), 


Tumor von 5 Ratten (9-120 g schwere). 
Alter der Tumoren 21 Tage. Gewicht der Tumoren 15. 22 g. 
(Progressive rasch wachsende Tumoren.) 
38,7 g Tumor, 19,3 g Sand, 48 g Kieselgur: Pregsaft 5,5 com, 15 Stunden im Incubator bei 
38" stehen gelassen. 

Im Filtrat 78°, Trockensubstanz. (Fiir die N-Bestimmung reichte die Menge nicht aus.) 
dl-Leucyl-glycin: 3,772 ¢ in 10) cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 5,0 eem 
= ' 1-Leucyl-glycin. 

9. 09. 


under lage 
{2 30 23 4567 9 MN 29°23 


C0. 
Prebsatt, 
40) dl-Leucyl-glycin- 
losung, 
30 physiologische 
Kochsalzlosung. 
80 
090 
190 


Kurve 19 und 20. 


9 XIL 


cem Pretisaft, 
9,0 dl-Leucyl-glycin- 
losung, 020 
physiologische 03 
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Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 7. 
4u «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 
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Kurve 21. 
17.1.10. Rattensarkom von 8 durchschnittlich 70 g schweren Ratten, 
J.R.S. 42/A. 
Gewicht der Tumoren 21 g im Durchschnitt. Alter der Tumoren 19 Tage. 
Die Tumoren zeigten septische Stellen; 2 waren auch etwas ulceriert. 
57 g Tumorgewebe, 28,0 g Sand, 8,5 g Kieselgur: Prefsaft 10,5 com, 15'/, Stunden im Incu- 
bator bei 38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 063°), N, 7,0°), Trockensubstanz. 
0. cem des Filtrates enthielten 0,00315 ¢ N. 
dl-Leucyl-glycin: 3,772 g in 100 ccm physiologischer Kochsalzlosung. Davon 5,0 cem 
= -Mol. l-Leucyl-glycin. 
0.0 ccm Prebsaft = 0,00315 g N, 
» dl-Leucyl-glycinlésung = 4o-Mol. lLeucyl-glycin, 
3,0 » physiologische Kochsalzlosung. 
So com, 
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Kurve 22. 


24.71.10. Rattensarkom von 3, durchsehnittlich 70 ¢ schweren Ratten, 
JLRS. 42/A. 
Gewicht der Tumoren 89 g im Durehschnitt. Alter der Tumoren 26 Tage. 
Die Tumoren waren ulceriert und zeigten septische Stellen. 
22 g Tumor, 11 g Sand, 3.3 ¢g Kieselgur: Prebsaft 5.3 cem, 15'. Stunden im Incubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 058°), N, 68°, Trockensubstanz. 
038 cem des Filtrates enthielten 0,00225 g¢ N. 
dl-Leucyl-Glycin: 3,772 g in 100 ccm physiologischer Kochsalzlisung. Davon 5.0 ecm 
= l-Leueyl-glycin. 
0,38 cem Prebsaft 0,00225 g N, 


» dl-Leucyl-glycin = '/o-Mol. lLeucyl-glycin, 
3,12  » physiologische Kochsalzlosung. 
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Kurve 23. 


17. X1. 09. Rattensarkom von 8 durchschnittlich 60 ¢ schweren Ratten, 
J.R.S. B9/A. 
Alter der Tumoren 2) Tage. Gewicht derselben 17,5 g im Durchschnitt. 
38,5 ¢ Tumor, 14,2 g Sand, 5,2g Kieselgur: Prebsaft 5.5 cem, 12 Stunden im Incubator bei 38° C. 
Im Filtrat 067°, N, 7,0°, Trockensubstanz, 
0,1 g des Filtrates = 0,00067 g N. 
dl-Leueyvl-glycin: 3,772 g in 100 cem physiologischer Kochsalzlésung. Davon 5,0 com 
= 4°-Mol. 1-Leucyl-glycin. 
cem Prebsatt, 
physiologisehe Kochsalzlosung. 
85 cem. 
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Kurve 24. 
1. 09. Tumorleber. Rattencarcinom. 


Lebergewebe von 8 (70-—100 schweren) Tumorratten (F. R. C. 40 A). 
Alter der Tumoren 27 Tage. Gewicht der Tumoren 2-10 g. 
34.8 ¢ Leber, 17,4 ¢ Sand, 5,2 g Kieselgur: Prefsaft 12 cem, 12 Stunden im Incubator bei 38° C. 
Im Filtrat 12°), N. 
dl-Leucyl-glycin: 3,772 ¢ in 100 cem physiologischer Kochsalzlésung. Davon 5,0 cem 
= ' 1-Leucyl-glycin. 
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Kurve 2) und 26. 
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Kurve 27. 
26. X.09. Rattencarcinom (aus Flexners Stamm). 


Die Tumoren (ungetahr 2 Monate alt) von 5 Ratten (Korpergewicht %)— 120 g Gewicht) sind 
von den nekrotischen Teilen und vom Blut mit physiologischer Kochsalzlosung griindlich 
gereinigt und zwischen Filterpapier getrocknet worden. 

»3 ¢ Tumor, 6,5 g Sand, 1,8 g¢ Kieselgur: Prebsaft 4 ccm, im Incubator bei 38° C, 16 Stunden 
unter Toluol. 

Das Filtrat enthielt 0,6°,, N und 64°), Trockensubstanz. 
dl-Leucyl-glycin: 3,772 g in 100 cem_ physiologischer Kochsalzlésung. Davon 5, cem 
= ' yo-Mol. 1-Leucyl-glycin. 

0.9 eem Prebsatt, 

50 » dl-Leucyl-glycinlosung = 1-Leucyl-glycin, 
3,0 » physiologische Kochsalzlosung. 

ccm. 
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Kurve 28. 


25. X. O09. Prefisaft aus Lebern normaler Tiere. 
32.9 g Leber, 16,4 g Sand, 4,9 g Kiese!gur: Saft 19 cem, 18 Stunden bei 58° C, 
N 1,44°,, TrocKensubstanz 15,2"). 


Glyecyl-l-tyrosin: 1,983 g in 50 ecm physiologischer Kochsalzlosung. Davon 3 cem 
= 'ayo-Mol. Dipeptid. 
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Kurve 29, 30 und 381. 


Il. 0.1 cem Prebsaft, 


3,0 » Dipeptidldsung = 4, 9-Mol., 
‘4  » physiologische Kochsalzlosung. 
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Kurve 32. 
12.X.09. Neugeborene Ratten, 1—2 Tage allt. 


2 Ratten klein zerteilt, mit physiologischer Kochsalzlosung blutfrei gewaschen und 
zwischen Filterpapier getrocknet. 
45 g Organe, 22,5 g Sand, 6,7 g Kieselgur: Pretsatt 21,5 cem. 
Der PreBsaft wurde bei 38° C. 16 Stunden unter Toluol autolysiert und das Filtrat zur 
Spaltung angewendet. 

Es enthielt 045°, N und 6,35°/, Trockensubstanz. 
Glycyl-l-tyrosin: 1,923 ¢ in 50 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 53 cem 
= des Dipeptides. 

I 0,5 com Prebsaft, 


5.0 » physiologische Kochsalzlosung. 
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Kurve 33, 34 und 3d. 
HI. com Prebsaft, 
3.» Glycyl-l-tyrosinlésung = ',.-Mol. des Dipeptides, 
> physiologische Kochsalzlésung. 
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Kurve 36 und 37. 


22. XU. 09.) Tumorleber (Rattensarkom) von 6, im Durchschnitt 76 ¢ schweren 
Ratten, J. 40/B. 
Alter der Tumoren 23 Tage. Gewicht der Tumoren 25 g durchschnittlich. 
Rasch wachsende Geschwulste. 

Zs g Leber, 14g Sand, 4,2 ¢ Kieselgur: Prefsaft 9,5 ccm, 16 Stunden im Incubator bei 38° C. 
Im Filtrat N-gehalt 1,17°,, Trockensubstanz 10,6" 4. 
Glyeyl-l-tyrosin: 0991 in 25 eem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 3,0 ccm 
= 1 des Dipeptides. 
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Kurve 38 und 3. 


15. 09. Tumorleber (Sarkom). 


Leber von 5 (durchschnittlich 75 g schweren) Tumorratten J, R.S. 40 B. 


Alter der Tumoren 16 Tage. Gewicht derselben 12,5 g im Durchschnitt. 


(Progressive rasch wachsende Geschwulste.) 
94,6 ¢ Leber, 12,3 g Sand, 3,6 ¢ Kieselgur: Prebsaft 6,5 cem, 15 Stunden im Incubator bei 38° ©. ; 
Im Filtrat N-Gehalt 1,18°,. 
Glycyl-l-tyrosin: 0,991 g in 25 ccm physiologischer Kochsalzlosung. Davon 3,0 cem 
= 'yy-Mol. Dipeptid. 
16. 09, 
Min. Stunden Tage 
4S 
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Kurve 40 und 41. 
24. 1.10. Rattensarkom von 8 durchschnittlich 70 g schweren Ratten, 
J.R.S. 42/A. 
Gewicht der Tumoren $,5 g im Durchschnitt. Alter der Tumoren 26 Tage. f 


Die Tumoren waren ulceriert und zeigten septische Stellen. : 
22 g Tumor, 11 g Sand, 3,3 g Kieselgur: Prebsaft 5,3 ecm, 151, Stunden im Incubator bei : 
38°, dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. a 
Im Filtrat 058°), N, 68°, Trockensubstanz. 


4 
0,38 ccm des Filtrates enthalten 0.00225 g N (wie im Versuch mit J.R.S. 11. 0. 10 und der : 
uormalen Leber 24. [. 1%. 

}. 

Glycyl-l-tyrosin: 0,991 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlésung. Davon 3,0 cem 

Dipeptid. 

0,38 ccm Prefsaft = 0,00225 g N, 

3,0 » Glycyl-l-tyrosinldsung = ' 44 9-Mol., 

5,12 » physiologische Kochsalzlosung. 

8.5 ecm. 
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Kurve 42 und 43. 


17.110. Rattensarkom von 3 durchschnittlich 70 ¢ schweren Ratten. 
J.R.S. 427A. 
Gewicht der Tumoren 21 g im Durehschnitt. Alter der Tumoren 19 Tage. 

Die Tumoren zeigten septische Stellen: 2 waren auch etwas ulceriert. 
57 g Tumor, 28,5 g Sand, 8,5 Kieselgur: Prefsaft 10,5 cem, 15'. Stunden im Incubator bei 38° €., 
dann filtriert und 8 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 

Im Filtrat 0,63°,, N, 7,0°., Trockensubstanz. 

0,5 cem des Filtrates enthalten 0,00315 g N. 

Glycyl-l-tyrosin: 0,991 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlésung. Davon 3,0 cem 
= des Dipeptides. 

0,5 cem Prebsaft = 0,00315 g N, 

3,0 » Glyeyl-l-tyrosinlésung, 

3,0 » physiologische Kochsalzlisung. 
8,9 cem. 
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Kurve +4. 


5. XI. 09. Rattensarkom, 37/A. 


Tumor im Wachstumstillstand? 60 Tage alt. 
34,5 g Tumor, 17,2 g Sand, 5,1 g Kieselgur: Saft 9 ccm, 16 Stunden bei 38° C., 
N 074°, Trockensubstanz 7,6° 5. 
Glyeyl-l-tyrosin: 1,983 g in 50 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 3 ccm 
= 'ayo-Mol. Dipeptid. 
I. 0,5 cem Saft, 
3,0 Dipeptidlésung = 
physiologische Kochsalzlosung. 


Min Stunden [age 
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Kurve 45, 46 und +47. 
II. 0,1 cem Saft, 
3,0 » Glyeyl-l-tyrosinlésung = !/.-Mol. Dipeptid, 
54 » physiologische Kochsalzlosung. 
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Kurve 48. 
X11 09. Rattensarkom (J. R.S. 40/A). 
Tumor von 3 (90—120 g@ schweren) Ratten. 
Alter der Tumoren 21 Tage. Gewicht der Tumoren 15—22 g. 
(Progressive, rasch wachsende Tumoren.) 
38,7 g¢ Tumor, 19,3 g¢ Sand, 4,8 g Kieselgur: Prefsaft 5,5 ccm, 15 Stunden im Incubator 
bei 38° C, 
Im Filtrat 7,8°, Trockensubstanz. 
Glycyl-l-tyrosin: 1,983 g¢ in 50 cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 3,0 ccm 
Dipeptid, 
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Kurve 49, 50 und d1. 
Il. 0,1 eem Prebsaft, 
30 » Glycyl-l-tyrosinlésung, 
physiologische Kochsalzlosung. 
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Kurve 52 und 33. 


1.X11.09 Ratte. Tumorleber. Ratteneareinom. 


Lebergewebe von 8 (70—100 schweren) Tumorratten (FP. R. 40 
Alter der Tumoren 2 
34,8 g Leber, 17,4 g Sand, 5,2 g¢ Kieselgur: Prebsaft 12 cem, 12 Stunden im Incubator bei 38" C. 
Im Filtrat 1,2°), N, 11°), Troekensubstanz. 
Glyeyl-l-tyrosin: 1,983 ¢ in 50 ¢cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 3,0 cem 
= des Dipeptides. 


2. XII. 09. 


Tage. Gewicht der Tumoren 2—10 g. 
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Kurve 34 und 


17.1.10. Normale Leber von 6 durchschnittlich 130 ¢ schweren Ratten. 
WS ¢ Leber, 14,9 g Sand, 4,4 g Kieselgur: Prebsaft 7,5 cem, 15' Stunden im Incubator bei 
38°? C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank. 
Im Filtrat 142°), N, 154°, Trockensubstanz. 
0,21 ccm des Filtrates enthalten 0,00315 g¢ N. 
Seidenpepton: 10°), in physiologischer Kochsalzlosung. 
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Kurve 56 und 57, 
24.1.10. Normale Leber von 8 durchschnittlich 70 g¢ schweren Ratten. 
30,8 g Leber, 15,4 g Sand, 4,6 g Kieselgur: Prebsaft 5,0 cem, 15', Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eissehrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 138°, N, 14,0°,, Trockensubstanz. 
0,16 com des Filtrates enthalten 0,00225 g¢ N. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlisung. 
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Kurve 58 und 59. 


Junge, normale Ratten, 7, 2—3 Tage alte Ratten. 
25g Rattengewebe, 12,5 g Sand, 3,7 g Kieselgur: Prefsaft 10 ¢em, 15'. Stunden im Incubator 
bei 38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 0,37°, N, 63°), Trockensubstanz. 
0,85 cem des Filtrates = 0,00315 g N. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 
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Kurve 60. 


30. XI. 09. Tumorleber. Rattensarkom. 
Lebergewebe von 8 (8)/—100 g schweren) Tumorratten (J. R. 8S. 39/B). 
Alter der Tumoren 20 Tage. Gewicht der Tumoren 5—lo g. 
34,7 ¢ Leber, 17,3 g Sand, 5,2 g Kieselgur: Prefsaft 12 ccm, im Incubator 16 Stunden bei SS’ C 
Im Filtrat 125°), N, Trockensubstanz 10°. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 
I. 05 ecm Prebsaft, 


3,0 Seidenpeptonlosung, 
1,0 NaHCo,-Lésung, 


4.0  » physiologische Kochsalzlosung. 


So cem, 


XI. 09. 


Min Stunden Tage 
901234 SCTE 56 

O40 + + + + + + +4 + | 

| | | | 
Ob +——+ + + + + + + + + 


Kurve 61, 62 und 63. 
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Kurve 64 und 65. 


11.1.10. Tumor (Sarkom) von 8, durchschnittlich 66 ¢ schweren Ratten, 
J.R.S. 42/A. 
Gewicht der Tumoren 11,6 g im Durchschnitt. Alter der Tumoren 33 Tage. 
(Progressiver, rasch wachsender Tumor.) 
32 ¢ Tumor, 16 g Sand, 4,8 Kieselgur: Prefsaft 4,0 c¢em, 16 Stunden im Incubator bei 3s" ©. 
Im Filtrat 0,45°,, N, 58°), Trockensubstanz. 
0.5 cem = 0,00225 g N. 
; Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 
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Kurve 66 und 67. 


10. 1.10. Tumor (Sarkom) von einer 70 g schweren Ratte, J. ROS. 41 A. 
Gewicht des Tumors 31 g, Alter des Tumors 33 Tage. 
(Progressiver, rasch wachsender Tumor.) 
28g Tumor, 14g Sand, 4,2 ¢ Kieselgur: Prefisaft 3,5 cem, 16 Stunden im Ineubator bei 3s° ©. 


fm Filtrat 5,9°, Trockensubstanz. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 
11. I. 10. 
| Mn Stunden 73ge 
0,5 ccm Prebsaft, SETEINA SE 
3,0 » Seidenpepton- 010 | | 4 | 
069 + + + 
Keine Narkose. 070 — 
OS ce Prehsart 
Controtlsar: 80 cc Thys 
8S 
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Kurve 68. 
09. Tumorleber. Rattenearcinom. 
Lebergewebe von 8 (SO—100 schweren) Tumorratten (F. R. 40/A), 
Alter der Tumoren 27 Tage. Gewicht der Tumoren 2-10 Tage. 
4.8 ¢ Leber, 174 g Sand, 52 ¢ Kieselgur: Prebsaft 12 ecm, 12 Stunden im Incubator bei 38° C. 
Im Filtrat 1,2°, N. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 


1. O05 ecm Prebsatt, 
3) » Seidenpeptonlosung, 
1.) » NaHCO, isosm. Losung, 
» physiologische Kochsalzlosung. 


cem. 


2. XII. O9. 


Min Stunden Tage 
4S 


Kurve 69, 70 und 71. 
Il. Ol com Prebsaft, 
30 » Seidenpeptonlosung, 
10 » NaHCQOs isosm. Lésung, 
44 » physiologische Kochsalzlosung. 
So com, 
2. XIL. O9. 
Q50. 
070 
hir 
Says 
000. 
Orce 
hir 
84 ys. 
5 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 22, 
4. «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der ‘pepto- 
lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten. IIL». 
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Kurve 72. 
4. 09. Tumor (Rattensarkom) im Wachstumstillstand ? 


Von 1 Ratte (140 g schwer) Tumor 6) Tage alt. 
34.5 g Tumor, 17,2 g Sand, 5,1 g Kieselgur: Prefsaft 9 ecm, 16 Stunden im Incubator bei 38? C 
Im Filtrat 0,74°% N, 7,6°, Trockensubstanz. 
0.5 cem des Filtrates 00057 g N. 
Seidenpepton 10°), in physiologischer Kochsalzlosung, 


XI. 09. 


Nin Stunden Tage 


1.0.5 cem Prebsaft, 34 U1? 6 


3,0 » Seidenpepton- 


50 » physiologische 
Kochsalzlosung. 

| | 


8,5 ccm. 
iti 


Kurve 73. 


). XI. 09. Korrigiert mit — 0,01. 


» physiologische 250 | 
Kochsalzlosung. 
xocem, 070 


Kurve 74 und 75. 


(7.1.10. Rattensarkom von 3, durchschnittlich 70 ¢ schweren Ratten. 
J.R.S. 42/A. 
Gewicht der Tumoren 21 g im Durchschnitt. Alter der Tumoren 19 Tage. 
Die Tumoren zeigten septische Stellen; zwei waren auch etwas ulceriert. 
57 g Tumor, 285 g Sand, 8,5 g Kieselgur: PreBsaft 10. cem, 15'. Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im liltrat 0,63°,, N, Trockensubstanz. 
0 com des Filtrates enthalten 0,00315 N. 
Seidenpepton 102), in physiologischer Kochsalzlosung. 5 


18. I. 10. 


0.ocem Prebsatt Min Stunden age 
= 0,00315 g N. 000 WH 1 2 3 7 
Controllsalt 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 23. § 
Zu «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- : 
lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten. IIL». ; 


Verlag von Karl J. Triibner in Stra6burg. 
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Kurve 76 und 77. 


24. 1.10. Rattensarkom von 8 durchschniltlich 70 © schweren Ratten, 
J.R.S. 42/4, 


Gewicht der Tumoren 8,5 g im Durehsehnitt. Alter der Tumoren 26 Tage. 
Die Tumoren waren ulceriert und zeigten septische Stellen, 
22 g¢ Tumor, 11 g Sand, 3,3 g Kieselgur: Prebsaft 5,3 cem, 15", Stunden im Incubator bei 38° C., 
dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen,. 
Im Filtrat 0,58°, N, 6,8°, Trockensubstanz. 
0.38 com des Filtrates enthielten 0,00225 N. 
Seidenpepton 10", in physiologischer Kochsalzlisung. 


0.38 ccm Prefsaft = 0,00225 g¢ N, ‘ 
3,0  » Seidenpeptonlésung, 

1,0 NaHCO; (isosm. Losung), 

4,12 » physiologische Kochsalzlésung. 


8.5 


25. I. 10. 


Min Stunden Tage 
qu 2 IR SOTEIMN RI 234 $67 


038 ce PreBsate 
Cortroblsate: cc Mys Kichsaledsg 
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Kurve 73. 


8. XI. 09. Rattensarkom, Tumor von 8 (90--120 ¢ schweren) Ratten, 
J.R.S. 40/A. 


Alter der Tumoren 21 Tage. Gewicht der Tumoren 15,22 g. 


(Progressive, rasch wachsende Geschwiilste), 
38,7 ¢ Tumor, 19,3 g¢ Sand, 4,8 ¢ Kieselgur: Prebsaft 5,5 cem, 15 Stunden im Incubator bei 38° C, 
fm Filtrat 7,8°, Trockensubstanz. 
Seidenpepton 10°), in physiologischer Kochsalzlisung. 


9 O9. 


min. Stunden Tage 


3,0 » Seidenpepton- | Poe 
pe] 

| | | 


losung (10°), 
1,0 » isosm. NaHCO,- G20 
Losung, 
4,0 » physiologische 
Kochsalzlésung. 
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Kurve 79, 80 und 8&1. 


If. 0,1 cem PreBsaft, 
3,0 » Seidenpeptonlisung (10° ,), 
10 » isosm. NaHCO,-Lésung, 
4,0 » physiologische Kochsalzlisung. 
8,5 cem. 


9. XID. 09. 


400 — 
+— | 
060 
270 
aso. = 

Controllsaste 

fur 95 Prebsate 
3 0cc Phys Kocksaledsg 


Ghee 
O4 co Aocksaleisg 


Kurve 82 und 83. 


11. XI.09. Normales Blutserum. Kleine Ratten (60 ©), 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
N-Gehalt 004°), Trockensubstanz 7,4"). 
Glycyl-l-tyrosin: 1,982 g in 50 ccm physiologischer Kochsalzlisung. Davon 3,0 
== ayo-Mol. des Dipeptides. 


11. XI. O09. 


Min Stun ae 7; age 
0ocemSerum, 
7901 23 4S CFE 3b FET 

losung, 060. 
5,0 « physiologische | 


Athernarkose. | 
gol-ioct | t jj 


OSccJerum 
Controllssrium: Kachsadzesg 
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Kurve S+4. 


29, XI. 09. Normales Serum yon durchschnittlich 130 ¢ schweren Ratten. 


) 


3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
N-Gehalt 004"), Trockensubstanz 7,6°)). 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlisung. 
I. 1,0 cem Serum, 


30 » Seidenpeptonlésung, 
4.5  » physiologische Kochsalzlisung. 


So 


29, OY. 


Min Stunden Tage 
Keine | ] | 


Kurve Sd, 


II. 0.5 cem Serum, 


30 » Seidenpeptonlosung, 
» physiologische Kochsalzlésung. 


cem. 


29. O09. 


Kurve 86 und 8&7. 


Ii]. Ol ecem Serum, 
30 » Seidenpeptonlosung, 
54 » physiologische Kochsalzlisung. 
eem. 


29. XII. 09. 
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j | | | | 
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Contraliserum. 80ccThys. Hochsaczésg. 
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Kurve 88 und 89. 


11. Xl. Normales Blutserum. 
3 Stunden im Eissehrank aufbewahrt. 


0,945°) N, 84°), Trockensubstanz. 
dl-Leueyl-glycin: 3,772 g in 100 cem_ physiologischer Kochsalzlisung. Davon 5,0 ecm a 
0,5 cem Serum, 
5,0 » dl-Leucyl-glycinlésung = '/y,9-Mol. 1-Leucyl-glycin, 
3.0 » physiologische Kochsalzlésung. 
8,5 ccm. 
Min Tage 
4 5 67 : 
— + 4 ~—e + + 
+—-++ —+ : 
OS ce Serum 
Controdserum: 80 cc Phys 
8S 
~910\— 
Kurve 90. 
15. XI. 09. ~Blutserum (Sarkom.) 4 
Serum von 5 Tumorratten (im Durchschnitt 75 g). J. R.S, 40/B. 
Alter der Tumoren 16 Tage. Gewicht der Tumoren 12,5 g im Durchschnitt. 3 Stunden im - 
Eisschrank aufbewahrt. 
(Progressive, rasch wachsende Geschwiilste.) 
N-gehalt 0,64°/,, Trockensubstanz 6,5°/). 
dl-Leueyl-glycin: 3,772 g in 100 ecm physiologischer Kochsalzlésung. Davon 5,0 ccm 
= 1-Leucyl-glycin. 
15, 09. 
Min Stunden Tage 
- ‘ W301 234 5678 ASO 
Seem. | {| } | 
OW - + | 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 27, 5 
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Kurve 91 und 92. 


If. ecm Serum, 
» 
34  » physiologische Kochsalzlisung 


89 ccm. 


15. XU. O9. 


Controde 


tir [ Serum, 
8 Phys Aocksalzisg 


ae 
000 ~ 
~O10 . 
Serum 
ur Phys 
G0 : — 


Kurve 93. 


22. XI. 09. Blutserum (Rattensarkom) von 5 durchschnittlich 70 g schweren 
Ratten, J. R. 5S. 40/B. 
Alter der Tumoren 23 Tage. Gewicht der Tumoren 24 ¢ (durehschnittlich). 
Rasch wachsende Tumoren. 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
N-Gehalt 0,75°, Trockensubstanz 6,6° ,. 
dl-Leueyl-glycin: 3,772 g in 100cem physiologischer Kochsalzlésung. Davon 5,0 cem 
— 'oyo-Mol. l-Leueyl-glycin. 
0,5 cem Serum, 
5,0 » dl-Leucyl-glycinlésung, 
3,0 » physiologische Kochsalzlosung. 
8,5 ccm. 


22. XII. O09. 


Min Stunden Tage 
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Kurve 9% und 95. 


II. Ol cem Serum, 
5,0 » dl-Leueyl-glycinlésung, 
$4 » physiologische Kochsalzlisung. 


8.5 cem. 


22. XII. O9. 


o—e 
026! 
OS cc Jerum 
CONLTOLSCTULM Shys. Rochsalzésg 
OS 
-010 
Kurve 96. : 


8. XII. 09. Serum (Rattensarkom). 


Serum von 4 Ratten (90-120 g). 
Alter der Tumoren 21 Tage. Gewicht der Tumoren 15-22 g. 
Progressive, rasch wachsende Geschwiilste. 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen und dann sofort verwendet. 
Gehalt an N 0,74° >, Gehalt an Trockensubstanz 68°). 
dl-Leueyl-glycin: 3,772 ¢ in 10) ccm physiologischer Kochsalzlosung.” Davon 5,0 cem 
= 1-Leucyl-glycin. 


I, com Serum, 
» dl-Leucyl-glycinlésung, 
3.0 »  physiologische Kochsalzlésung. 


ecm. 
8. XII. O9. 


Min. Stunden Tage 
AS 4S 


000 
120 
030 
O40 
080: 
O70. 4 + + t + + + ‘ 


Keine 


Narkose. 


Kurve 97, 98 und 99. 


Il. cem Serum, 
50 » dl-Leucyl-glycinlésung, 
34» Physiologische Kochsalzlésung. 


cem. 
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8. XII. 09. 


-010 


30 
vA CICE « ere fi 
/hys. Aochsatelsy 
as 
Shys. Richsadesg 
Kurve 100 und 101, | 
10. 1.10. Blutserum von Sarkom tragenden Ratten. 89 Bu. 41/4. 
Von 38 durchsehnittlich schweren Ratten. 
Gewicht der Tumoren 29¢ im Durehsehnitt. Alter der Tumoren 33—60 Tage. 
(Progressive Tumoren.) 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
N-Gehalt 0,80°,, Trockensubstanz 7,0°. 
dl-Leuecyl-glyein: 3,772 g in 100 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 5,0 cem 
Mol. 
10. X. O9. 
Min. Stunden Tage 
000 E7TBEGIMUN 5 67 
0.5c¢em Serum, -O10 | 
5,0 » dl-Leueyl-glycin,  @2/ 
3,0 » physiologische O30 
Kochsalzlésung. O40 
s.5cem. O50 
060 i 
Keine Narkose. 010 
100 
OS CC 
Controlbseruty. 80cc Phys Aocsacedsg 
- 
000 
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lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten, IL. if 
Verlag von Karl J. Triibner in Strafburg. 
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Kurve 102. 
15. XU. 09. Serum (Sarkom). 
Serum von o (durchschnittlich 75 g sechweren) Tumorratten. J. R.S. 40 B. 
Alter der Tumoren 16 Tage. Gewicht der Tumoren 12,5 g¢ (durchschnittlich). 
(Progressive, rasch wachsende Geschwiilste.) 
3 Stunden im Eisschrank autbewahrt. 
N-Gehalt 0,64°,, Trockensubstanz 6,5°),. 
Glyeyl-l-tyrosin: 0.991 g in 25 cem physiologischer Kochsalzldsung. Davon 3,0 cem 


= des Dipeptides. 


15. XI. O9. 


Min. Stunden 
11 121 2 
| L ‘ J 
Kurve 103, 104 und 105. 
Il. 0,1 cem Serum, 
»  Glycyl-l-tyrosinlisung, 
» physiologische Kochsalzlisung. 
15. XID. 09. 
+ 
040. 
030 


Contrallserum’ 


I ce Jerum 
80 Phys. Hocksadelsg, 
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Kurve L06. 


99. X11, 09. Serum (Rattensarkom) von 5 durchschnittlich 70 schweren Ratten, 
J.R.S. 40,B. 
Alter der Tumoren 23 Tage. Gewicht der Tumoren 24g im Durehschnitt. 
(Rasch wachsende Geschwilste. | 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
N-Gehalt 0,75°/,, Trockensubstanz 
Glycyl-l-tyrosin: 0,991 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 3,0 com 


= Dipeptid. 
22. Xil. 


I, 0,5¢em Serum Min. Stunden lage 

5,0 » physiologische O50 } 

8.5 Cem. 020 |_| 4 { Me | 

Keine Narkose. Bee ™ 
Kurve 107 und 
24. XII. 
sinlosung, | 

salzlisung, 02 | | || | “aA | 

OS cc Serum 
Controblserum: 8 Thys Hochsadelsg 
ES 
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Kurve 109 und 110. 


17. XI. 09. Serum von Tumorratten (Sarkom) J. R. 39/A. 


Von 3 Tumorratten. 17 Stunden im Eisschrank aufbewahrt, weil es sich von Blut- 
kuchen nicht rascher trennte. 
dl-Leuecyl-glycin: 3,772 g in 100 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 5,0 ecm 
= ooo-Mol. 1-Leucyl-glycin. 
0.5 ecm Serum, 
5,0 » dl-Leucyl-glycin = 1-Leucyl-glycin, 
4,0 » physiologische Kochsalzlésung. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie, Band LXVI, Tafel 32, 
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18. XI. 09. 


Min. Stunden 
-O00 - { 
020. 
030 
Q40 - 
080 
490 
OS cc 


II. Versuche an Mausen: 


Kurve 1 und 2. 


25.1. 10. Normale Leber von 18 durchschnittlich 22,5 ¢ schweren Miusen. 
24,8 Leber, 12,4 g¢ Sand, 3,1 g Kieselgur: Prefisaft 12 cem, 151), Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 

Im Filtrat 0,92°), N, 9,89), Trockensubstanz. 

(0,22 cem des Filtrates enthielten 0,00201 g N. 
dl-Leucyl-glycin: 0,786 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 6,0 cem 
= 4) 9-Mol. 1-Leucyl-glycin. 

26. I. 10. 


0.22cem Prebsaft = 
0,00201 N. 
6,0 dl-Leueyl-gly- 
cin = '/g999-Mol. 
l-Leucyl-glycin. 
| 
Kochsalzlisung. ggg; | | | 
0.22cc Prebsatt 
Controilsart cc Phys 
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Kurve 3 und 4. 


25. 1.10. Normale Leber von 18 durehschnittlich 22,5 schweren Miiusen. 
24,8 g Leber, 12,4 g Sand, 3,7 g¢ Kieselguhr: Prefsaft 12 cem, 15'. Stunden im Incubator bei 
38° C, dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 

Im Filtrat 0,91° N, 98°, Trockensubstanz. 

0,22 ccm des Filtrates enthalten 0,0021 g¢ N. 

Glycyl-l-tyrosin: 0,991 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 3.0 ecm 
= des Dipeptides. 


26. 1. 10. 


0,22 cem Prebsatt 270 3b’ SECTSIVH 567 


C60; + —+ + ‘ + + + | 
3,0 » Glycyl-l-tyrosin | 
ycy y = | 


- + + 4 + + + + + 
| | 
022 CC 
Controlsar . 828 cc Shys Kochsadilsg 


Kurve 5 und 6, 


7.11.10. Normale Leber von 15 durchschnittlich 22.3 ¢ schweren Miiusen. 
21,4 g Leber, 10,7 g Sand, 3,2 Kieselgur: PreBsaft 11 c¢em,{15 Stunden im Incubator bei 38° C., 
dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 

Im Filtrat 1,12°, N, 10,9°, Trockensubstanz. 

0,18 cem des Filtrates = 0,00201 g N. 

Seidenpepton 8°), in physiologischer Kochsalzlisung. 


8. II. 10. 
Mir. Stunden Tage 
Bsart 
Contre 0.18 cc Pre 
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Kurve 7 und 8. 


31.11.10. Normale Leber von 18 durchschnittlich 20 ¢ schweren Miiusen. 
23,4 g Leber, 11,7 g Sand, 3,5 g Kieselgur: Prebsatt 9 ecm, 16 Stunden im Incubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 

Im Filtrat 0,93°, N, 11,0°, Trockensubstanz. 

(21 ccm des Filtrates = 0,00201 g N. 


Seidenpepton 8°, in physiologischer Kochsalzlosung. 


1. 11. 10. 
Min. Stunden Tage 
0,2lccem Prebsatt 10 2 8IW 2 3 567 


= 0,00201 g N, 
3 » Seidenpepton- 


losung, 
10 » NaHCO, (isosm. 
Lésung), 
4.29 » physiologische = 


02400 
Controlsar? 4: 29 ac Phys Kovhsa 


Kurve 9 und 10. 
25. 1.10. Normale Leber von 18 durchschnittlich 22.5 schweren Miiusen. 
44,8 g¢ Leber, 12,4 g Sand, 3, 7 g¢ Kieselgur: Prefsaft 12,0 ccm, 15'% Stunden im Incubator 
bei 38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 0,91°), N, 9,8°), Trockensubstanz. 
com des Filtrates enthalten 0.00201 N, 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzsisung. 
26. I. 10. 


Mn Stunden lage 
236 234 6? 


22 ecm Prefsatt = 0,00201 g N,_ 
3,0 Seidenpeptonlosung, | | 

lf) » NaHCO, (isos. Lisung), 
4,25 » physiologische Koch- 
salzlésung. O40: 
So cem. 
° 
Keine Narkose. P C70 - + + + + + 
0 8) 
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Kurve Il und 12. 


31.1. 10. Normale Leber von IS durechsehnittlich 20 ¢ schweren Miiusen. 


Leber, 117g Sand, ¢ Kieselgur: Prebsaft 9.0 cem, 16 Stunden im Incubator bei 
38° ¢., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 

Im Filtrat N, Trockensubstanz. 

O21 cem des Filtrates = 0,00201 g N. 

Seidenpeptonu 10°), in physiologischer Kochsalzlosung, 


10. 


Mn Stunden 

= 0,00201 g N, - 990 

Seidenpepton- 20 

losung, 30 | 
1, NaHCO, (isosin, O40 
Losung), OS. 
4,29 physiologische 0 60 
Kochsalzlésung. 
G80 
000 


Kurve 18 und 14. 
7. 1. 10. Normale Leber yon 15 durchschnittlich 22,3 ¢ schweren Miiusen. 
14 ¢ Leber, 10,7 g Sand, 3,2 ¢ Kieselgur: Prebsatt 11 cem, 15 Stunden im Incubator bei 
dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen., 
Im Filtrat 11,12°, N, 10,0°., Trockensubstanz. 
O18 cem des Filtrates = 000201 g N, 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung, 


8. If. 10. 


‘ 
U., 


Win Stunden Lge 
= 0),00201 g N, 02 
Seidenpepton- 0.30 
losung, 040 
l, NaHCO, (isosm., 050 
Losung), 
physiologische 
Kochsalz- 270. 
lisung. 080 
ccm. 
, O18 cc Prekssati 
000 
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Kurve 15 und 16. 
14.11.10. Leber von Tumortieren (J. MoCo von 1¢ durehsehnittheh 13 ¢ 
schweren Miiusen (J. 153 D. 154D, 157A, 159A, 160A), 
Alter der Tumoren 18-5) Tage. Gewicht derselben 1,8 g im Durehsechnitt. 
14,6 Leber, 7,3 Sand, 2,1 Kieselgur: Prebsaft 7,0cem, 15', Stunden im Ineubator bei 
38° dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen  gelassen 
Im Filtrat 096°, N, 952°, Troeckensubstanz 


O21 cem des Filtrates 
Seidenpepton 8", in physiologischer Kochsalzlosung 
0,21 com Prefsaft g N, 
3,0» Seidenpeptonlésung, 
» (isosm. Kochsalzlisung), 
4,29 » physiologische Kochsalzlosung 


8.9 


15. IL. 10. 


Min Stunden Jade 
234 


+ 4 + 4 + + + + + + + + + + + 

040 + + + + + + + + + 


29 cc Thys. Hachsalelsg 


Kurve 17 und 18. 


&. 11.10. Leber von Tumortieren von 13 durchsehnittlich 17 & schweren 

Miusen (Tumor 63 °°/p), 
Alter der Tumoren 27 Tage. Gewicht derselben 4,7 g im Durchschnitt. 
206 ¢ Leber, 10,3 g Sand, 3,0 g Kieselgur: Prebsaft 11 cem, 151), Stunden im Incubator bei 
38° C., dann filtriert und 5 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 081°) N, 7,79), Trockensubstanz 
0,24 ccm des Filtrates = 000201 N, 

Glyeyl-l-tyrosin 9,901 g in 25 com physiologischer Kochsalzlésung. Davon 30 cem 

= des Dipeptids. 


9. IL. 10. 


Nin Stunden 
OMA 3&5 6 
26 » physiologische 020 | | | | 
/ + + + + + + 
.ochsalzlés 
Kochsalzlisung +090 | | 
024 cc Presssart 
Controlisafe 97%: 
8% cc Rocrsacedsa 
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Kurve 18a und 


Leber von Tumortieren von 13 durchsehnittlich 
Miiusen (Tumor 63 °°, p). 
Alter der Tumoren 27 Tage. Gewicht derselben 4,7 ¢ im Durchschnitt. 
20,6 ¢ Leber, 10,3 g Sand, 3,0 ¢ Kieselgur: Prebsaft 11 cem, 15, Stunden im Incubator bei 38° C., : 
dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat O,81°,, N, Trockensubstanz. 
0.24 com des Filtrates = 0.00201 N. 
Seidenpepton 8°, in physiologischer Kochsalzlosung. 


9 IL. 10. 


17 schweren 


If. 10. 


Min Stunden Tage 
C Us 024 cc Presale 
OMT OUSAL: Shys. Kocksadusg 


Kurve 19 und 20. 
Leber von Tumortieren (J. M. €.) von 14 durchsehnittlich 13° ¢ 
schweren Miiusen. (J. 153 D, 154D, 147 A, 159 A, 160 A.) 
Alter der Tumoren 13—5) Tage. Gewicht derselben 1,8 g im Durchschnitt. 
14.6 g Leber, 7,3 g Sand, 2,1 g Kieselgur: Prefsaft 7.0 cem, 15, Stundon im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Ejissehrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 0,96°/, N, 9,52°/, Trockensubstanz. 
0,21 cem des Filtrates O,002Z01 g oN, 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung, 
0,21 Prebsatt = 0,00201 g N, 


14. IL. O9. 


Seidenpeptonlosung, 
1,0 NaHCO, Losung), 
4,29 physiologische Kochsalzlosung. 
8,0 ccm. 
15. Ul. 10. 
Min ~=Stunden age 
000. W301 2 S 4 
Gz { 
G3) 
G40: 
SO: — 
060--. 
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09) Lod 
2100 
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Kurve 21 und 22. 

8.11. 10. Leber von Tumortieren von 13 durehschnittlich 17 g schweren 

Miiusen (Tumor 63 °° p). 
Alter der Tumoren 27 Tage. Gewicht derselben 4,7 g im Durchschnitt. 
216g Leber, 10,3 g Sand, 3,0 g Kieselgur: Prebsaft Ilcem, 15', Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat N, 7,7°, Trockensubstanz, 
0,24 des Filtrates = O,00201 g N, 
Seidenpepton 10", in physiologischer Kochsalzlosung. 


9. IT. 10. 
Min Stunden 
oN, 
-010 | 
3,0 Seidenpepton- 
losung, j 
10 » NaHCO, 
Losung), 40 


ccm, 


ehsah 
Controlisatt 826 cc Phys 


Kurve 22a und 22b. : 
[. 10. Tumor «J» von 7 durchschnittlich 13.5 ¢ schweren Miiusen (J. 153 C, 
158 A, 159 A). 


Alter der Tumoren 13—40 Tage. Gewicht derselben 3,3 ¢ im Durehsehnitt. : 
Tumor, Il g Sand, 3.3 ¢ Kieselgur: Prefsaft 6,5 ¢em, 151, Stunden im Incubator bei 
os?’ dann ftiltriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen., 
Im Filtrat 0.70°, 7,1°, Trockensubstanz. 
O,28 com des Filtrates = O,00201 N. 
dl-Leucyl-glyein: 3,772 ¢ in 100 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 5,0 cem 
I-Leucyl-glycin. 


2. Il. 10. 


Mp Stunden Tage 
200 10 30 7 é 3 6 76 t 
dl-Leueyl- 
givcin, 
physiologische 050 
Kochsalzlisung. 
060: 
070. 
Tumor sehr shad 
: 
nekrotisch, 
4,00. 
028 cc JreLsar 
22 Phys Kachsaltlig 
000. 
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Kurve 22¢ und 22d. 


14. 1. 10. Tumor «J» von 1+ 13 g schweren Miiusen. (J. 153D, 154D, 157 A, 
159 A, 160A.) 
Alter der Tumoren 13—50 Tage. Gewicht derselben 18 ¢ im Durchschnitt. 
23 g Tumor, 11,5 g Sand, 3,3 g¢ Kieselgur: Prebsaft 5,0 cem, 15! Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 0,709°), N, 703°, Trockensubstanz. 
0,28 ccm des Filtrates = O,ROL g N, 
Glyeyl-l-tyrosin: 0.901 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlisung. Davon 3.0 eem 
= des Dipeptides. 
0,28 ccm Prebsatt = 0,00201 N, 
3,0»  Glycyl-l-tyrosinlosung, 
» physiologische Kochsalzlisung. 
8.5 com, 


15. IL. 10. 
Min Stunden Jgae 


gn 34 S67EIMN ECT 
420 
010. 
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Kurve 25, 
25. XI. 09. Tumor «J» von 6 Miiusen, J. 147 D. 
Alter der Tumoren 21 Tage. Gewicht derselben 22 g im Durchschnitt. 
12 ¢ Tumor, 6g Sand, 1,8¢ Kieselgur: Prefsaft 4,5 ecm, 16 Stunden im Incubator bei 38° ©, 
Im Filtrat 85°), Trockensubstanz. 


dl-Leueyl-glyein: 3,772 g in 100 cem physiologischer Kochsalzlisung,. Davon 5,0 cem 
= 1-Leueyl-glycin, 


26. X. O9. 


Min Stunden 


SETS 
| | | 
ljsung | | 
Kochsalzlésung. 
070, 
080 > + T + 4 
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Kurve 24 und 


26. X. 


If. G,leem Prebsaft, 
5.0 » dl-Leucyl-glycin- 
ldsung, 
3.4 >» physiologische 
Kochsalzlisung. 


OSccPehsaht 
Phys. 


000, 


Kurve 26 und 27. 
durchschnittlich 13.5 g schweren Miusen (J. 153. 
158 A, 159 A). 


40 Tage. Gewicht derselben 3.3 g¢ im Durchschnitt. 


1.11.10. Tumor von 7 


Alter der Tumoren 13 
22 g¢ Tumor, 11 g Sand, 3,3 g Kieselgur: Prefsaft 6,5 cem, 15!. Stunden im Incubator be! 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 0,709, N, 7,1°> Trockensubstanz. 
0.28 com des Filtrates = 0,00201 g N. 


Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 


1. IL. 10, 


Min. Stunden Tage 
O28 cemPrebsaft WII 567 
losung, 
1,0 » NaHCO; (isosm, 


028cc Prebsatet 
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Kurve 28 und 29. 


14.1110. Tumor «J» von 14 durchsehnittlich 13 ¢ schweren 1 Mausen (J. 153 D, 
154 D, 157A, 159A, 160 A). 


Alter der Tumore n 1I8—50 Tage. Gewicht derselben 18 g im Durchschnitt. 
r Tumor, 11,5 g Sand, 3,3 ¢ Kieselgur: Prefsatt 5.0 cem, 151, Stunden im Incubator bei 
38° ¢., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 0,709°', N, 703°, Trockensubstanz. 
O28 cem des Filtrates — 0,00201 g N 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 
O28 com Prefsatt = 0,00201 N, 


to 
w 


30 » Seidenpeptonlosung, 
10 » NaHCOs, (isosm. Losung), 
422 » physiologische Kochsalzlosung. 


8,0 ccm. 


1d. Ih. 10. 
Min Stunden 7age 


020: 4 + + + + + + 

Prehsate 

8 22 ce Phys Rocksalelsg 

55 


Kurve 30 und 31. 
Li. UI. 10. Tumor «J» von 14 durchschnittlich 13 ¢ schweren Miiusen (J, 152 D, 
154 D, 157 A, 159 A, 160 A). 


Alter der Tumoren 13—50 Tage. Gewicht derselben 1,8 g im Durchschnitt.' 
Tumor, 1,15 g Sand, 3,3 Kieselgur: Prefsaft 5,0 ecem, 151, Stunden im Incubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 0,709°/, N, Trockensubstanz. 
0,28 cem des Filtrates = 0,00201 g N. 
Seiden 8°, in physiologischer Kochsalzlosung. 

0,28cem Prebsaft = 0,00201 g N, 

3,0 » Seidenpeptonlisung, ‘ 
10 » NaHCO, (isosm. Lésung), 

4.22 » physiologische Kochsalzlésung. 

cem. 


1d. Il. 10. 


Min. Stunden Tage 
031234 SEO7TEIMH 
010 | 
020--4-+—+ + + 
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Tumor 


63> von 13 


Kurve 32 und 35. 


durehsehnittlich 17 schweren Miiusen (63 °8/p). 


Alter der Tumoren 27 Tage, Gewicht derselben 4,7 im Durchschnitt. 


38°) dann ftiltriert und 


com Prebsatt 


LO. 


ccm. 


= 0,00201 g¢ N, 
Glycyl-l-tyrosin- 
losung, 
physiologische 
Kochsalzlosung. 


Alter der Tumoren 27 Tage. 
Tumor, 19g Sand, 5,7 Kieselgur: Prebsaft 


Tumor «63» 


Im Filtrat 0,65°/, 
O29 ecm des Filtrates 
Glycy 1-]-t yros in: O09) @ in 25 cem physiologischer Kochsalzléluneg. 


3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 


Mol. des Dipeptides. 


10, 


-910 


I: 


von 


Kurve 34 und 35. 


N, 7.0", Trockensubstanz. 
O00201 


+ 


029 cc Prebsate 
8 24 co Pays Aochsaltsg 


tra, 3 


Tumor, 19 g Sand, 5,7 g Kieselgur: Pre#satt 13.5 cem, 151, Stunden im Incubator bei 


Davon 3,0 cem 


> durchschnittlich 17 g¢ schweren Miiusen (63 °8/p). 


15! /, 


Stunden im 


Gewicht derselben 4,7 g im Durchschnitt. 


13.5 cem, Ineubator 


38° C., dann filtriert und 5 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 0,69°% N, 5,7°,, Trockensubstanz. 


0.29 cem des Filtrates 


0,00201 g N, 


Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 


29 cem Prebsaft 


9cem, 


E 


= 000201 g N, 
Seidenpepton- 
losung, 
NaHCO, (isosm. 
Lisung), 
physiologische 
Kochsalzlisung. 


mil 


Abderhalden 
lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten., 


9.1L 10. 

Mn Stunden Tage 
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Florentin 
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Kurve 36 und 37. 


8. 11.10. Tumor «64» von 13 darchschnittlich 17 schweren Miéiusen (63 
Alter der Tumoren 27 Tage. Gewicht derselben 4,7 g im Durchschnitt. 
38 g Tumor, 19 g Sand, 5,7 g Kieselgur: Prefsaft 13.5 cem, 15'. Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 8 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 069°), N, Trockensubstanz. 
0.29 com des Filtrates = 0,00201 N. 
Seidenpepton 8°, in physiologischer Kochsalzlisung. 


9 Il. 10. 


Prebsatt Min Stunden Tage 
=0W21EN, gag OMT OTEINNRIBILSE 
3,0 » Seidenpepton- | | 
10 » NaHCO, (isosm. 


cem. 


029 cc Prehsar 
Controsah. 8 29 cc Phys 
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Kurve 38 und 39. 


7.11.10. Tumor «<9l» von 6 durchschnittlich 16,3 g schweren Miiusen 
(91 16/B), 
Alter der Tumoren 120—154 Tage. Gewicht derselben 6.5 @ im Durehsehnitt. 
30,6 Tumor, 17,8g Sand, 5,3 Kieselgur: Prefsaft 8,8 e¢em, 15 Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden stehen gelassen. 
Im Filtrat 0,499), N, 64°), Trockensubstanz. 
0,41 cem des Filtrates = 0,00201 g N. 
Glyeyl-l-tyrosin 0,991 g in 25 ¢em physiologischer Kochsalzlésung. Davon 3,0 cem 
= ',,9-Mol. des Dipeptids, 


8. II. 10. 


Min Stunden 
1 2I 4 SE 
= (,00201 g N, 
» Glyeyl-l-tyrosin- 040; } 
» physiologische 020: 
Kochsalzlisung. +09 
Seem. 0.00.— 
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Kurve 40 und 41. 


1.10. Tumor «91> von 6 durchschnittlich 16,3 g schweren Miusen (91 
Alter der Tumoren 120--154 Tage. Gewicht derselben 6.5 g¢ im Durchschnitt, 
45.6 Tumor, 17,8 g Sand, 5,3 ¢ Kieselgur: Prebsaft &8 cem, 15 Stunden im Incubator bei 
38°, dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 049°, N, 64°, Trockensubstanz. 
041 cem des Futrates = O0201 g N. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 


IL. 10. 


Min Stunden Tage 
W123 4 FS 456 
Prebsaft | | | 
lésung, G30. 4 4 
10 » NaHCO, Gsosm. C40: +— | 
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Kurve 42 und 45. 


$1.1. 10. Tumor «B» von 9 durchsehnittlich 13,9 g schweren Méusen (19 B). 


Alter der Tumoren 28 Tage. Gewicht derselben 3,5 g¢ im Durchschnitt. 
YX Tumor, 12,9 g Sand, 3,8 ¢ Kieselgur: Prefsaft 10 cem, 16 Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 042°, N, 5,9°), Trockensubstanz. 
0.47 com des Filtrates = O,0020L g N. 
dl-Leueyl-glyein: 0,786 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 6,0 cem 
I-Leueyl-glyein. 


30: 


Min. Stunden Tage 
cinlésung, 


25 » physiologische 94, 

Kochsalzlosung. 
cem, 070. 
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0,90: 
10. 
110 , 


047 cc 
Controusart : Shys. Nochsadalsg. 


4 


‘loppe-Sevler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 45. 
4a «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 
lytischen Fermente verschiedener Krebse: und anderer Tamorarten. 


Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 


— 


- 

ast 


Kurve und 45. 
25.1.10. Tumor «B» (Carcinom) von 7 durehsehnittlich 12.7 g schweren 
Miiusen (18 B). 


Gewicht der Tumoren 7,7 g im Durchschnitt. Alter 43 Tage. 
41 g Tumor, 29,5 g Sand, 6,1 Kieselgur: Pretsaft 8,0 cem, 15', Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Ejissehrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 0492°, N, 6,6 Trockensubstanz (?) 
0.5 cem des Filtrates enthalten 
dl-Leucyl-glyecin: 0,786 g in 25 com physiologischer Kochsalzlosung. Dayon 6 com 
= ' 


26. I. 10. 


Min Stunden 7392 


goo W901 2 34 EF 


= 0,00201 g N, 
C20 
6.0 » dl-Leucyl-glycin = 
VeqeMol. I-Leucyl- 
glycin, 
20 » physiologische Q50 
Kochsalzlisung. --+—-+ 
05 cc PreBsatt 
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Kurve 46 und 47. 
1. If. 10. Tumor «B» von 7 durchschnittlich 13,9 ¢ schweren Miiusen (18B, 19 A). 


Alter der Tumoren 42—49 Tage. Gewicht derselben 9,0 g im Durehsehnitt. 
42.2 ¢ Tumor, 21,1 g Sand, 6,3 g Kieselgur: Prefsaft 12 cem, t5'/, Stunden im Incubator bei 
38° €. dann filtriert und 3 Stunden im Eissehrank stehen gelassen. 
Im Filtrat = 0,499), N, 6,9°/, Trockensubstanz. 
0.41 eem des Filtrates = 0,00201 g N. 
dl-Leueyl-glyein: 0,785 g in 25 cem physiologischer Kochsalzlosung. Davon 6,0 cem 
= layo-Mol. l-Leucyl-glycin. 


2. Il. 10. 


Min. Stunden Tage 
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Kurve 48 und 49. 


Tumor «<B>» von 9 durchsehnittlich 13,9 g schweren Méusen (19 B). 


Alter der Tumoren 28 Tage. 


Gewicht derselben 3. im Durchsehnitt. 


25,8 ¢ Tumor, 12,0 g Sand, 38 ¢ Kieselgur: Prebsaft 10 cem, 16 Stunden im Ineubator bei 
38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Ejisschrank stehen gelassen. 
Im Filtrat 042°) N, 59%, Trockensubstanz, 
047 cem des Filtrates = 0,00201 


Glyecyl-l-tyrosin: 


0,47 ccm Prebsatt 
= 0,00201 g N, 


8,0 » Glycyl-l-tyro- 
sinlosung, 
5,03 » physiologische 


Kochsalzlosung 


1. I. 10. 


Alter der Tumoren 42—49 Tage. 
42,2 g Tumor, 21,1 gJSand, 6,3 Kieselgur: Prebsaft 12 cem, 15', 


0,991 in 


25 cem physiologischer Kochsalzlosung, 
des Dipeptides. 


Davon 3.0 cem 


1. I. 10. 
Mn Stunden age 
| 
| 
047 ccPehsar 
Controllsaset : 8.03 Phys. 


Kurve und dl. 


Gewicht derselben im Durchschnitt. 
Incubator 


Stunden im 


38° C., dann filtriert und 3 Stunden im Ejisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 049°, N, 6,9°/, Trockensubstanz. 
0,41 cem des Filtrates = 0,00201 g N. 


Glyeyl-l-tyrosin): | 


0,41 ccm Prebsaft 
= 0,00201 g N, 


3,0» Glyeyl-l-tyro- 
sinldsung, 

2,09 » physiologische 
Kochsalzlisung, 


g in 


0,991 


25 cem 


2. II. 10. 


Mol. des Dipeptids, 


physiologischer Kochsalzlosung. 


Tumor «<B>» von 7 durechschnittlich 13,9 ¢ schweren Miiusen (18 B, 19 A). 


Davon 3,0 eem 


Mn Stunden Tage 
M0301 23 ¢ 6 567 
+010 
| 
Presale 
8.09 co Thys. Kochsacalsg 
-010' 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 47. 


Zu «Emil Abderhalden und Florentin Medigreceanu, Zur Kenntnis der pepto- 


lytischen Fermente verschiedener Krebse und anderer Tumorarten. III.». 


Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 
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Kurve d2 und 55. 


31.1.10. Tumor «Bo von 9 durchsehnittlich 13.9 ¢ schweren Miéusen. 


Alter der Tumoren 28 Tage. Gewicht derselben 3,5 g im Durehschnitt. 
258 Tumor, 12,9 Sand, 3,8 ¢ Kieselgur: Prebsatt 10 cem, 16 Stunden im Incubator be 
38° C,, dann filtriert und 3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 042°), N, 59°, Trockensubstanz. 
O47 cem des Filtrates = 0,00201 g N. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlésung. 


1. 10. 


cem Prebsatt Min Stunden lage 


3. » Seidenpepton- 290 | ++ 4. + +--+ ‘ 
10 » NaHCO, (isosm. 41.4 
Losung), 040\---4 
405 » physiologische 050 
ochsalzlosung. 


Controlisatt 8 03 ce Phys Hacksalalsg 
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Kurve 54 und 5d. 


1. 10. Tumor von 7 durchschnittlich 13,9 g schweren Méusen (18 B, 19 A), 
Alter der Tumoren 42—49 Tage. Gewicht derselben { g im Durchschnitt. 
42.2 ¢ Tumor, 21,1 g Sand, 6,5 ¢ Kieselgur: Prebsaft 12,5 cem, 15'. Stunden im Incubator ,bei 
38° C., dann filtriert und 83 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 
Im Filtrat 0,49°,) N, 6,9°, Trockensubstanz, 
O41 cem des Filtrates = 0,00201 g N, 
Seidenpepton 10%, in physiologischer Kochsalzlosung. 


2. If. 10. 


Min Stunden Tage 
1,0 » NaHCO, (isosm. 030 | 
Lésung), 040 
4,09 » physiologische O50. 
Kochsalzlisung. 
Controusare: 309 cc Phys. Rochsalusg 
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Verlag von Karl J. Triibner in Strabburg. 
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Kurve 56 und 57. 


14.11.10. Normales Blutserum von 12 durchschnittlich 22 g schweren 
Miausen. 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Glyeyl-l-tyrosin: 0,991 in 25 cem physiologischer Kochsalzlésung. Davon 3,0 ccm 
== 1 des Dipeptides. 
Oo cem Serum, 
3.0 » Glyecyl-l-tyrosinlésung, 


8,0 ccm. 
Keine Narkose. 
14. IL. 10. 
Min. Stunden Jage 

gm 2I4 FS BO MY 

050+ 

— 

42 

cc Serum/ 
Controliserum. 80 ce Phys 
OS 

000 —— 

-010 — 


Mit Seidenpeptonlosung versetzt, wurde normales Mauseblutserum in allen Versuchen in 
einigen Stunden dunkel und konnte nicht weiter beobachtet werden. 


Kurve 58 und 59. 


I+. 11. 10. Blutserum von Tumortieren von 14 durchschnittlich 13 g schweren 
Mausen (J. 153D, 154D, 157A, 159 A, 160). 


Alter der Tumoren 13—50 Tage. Gewicht derselben 1,8 g im Durchschnitt. 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Gliyeyl-l-tyrosin: 0,991 g in 25 cem physiologischer Kochsalzliésung. Davon 3,0 ecm 

M ol. des Dipeptids. 

0.9 cem Serum, 

3,0 » Glycyl-l-tyrosinlésung, 

20 » physiologische Kochsalzlésung. 

&5cem. 


Keine Narkose. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 49. 
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Mn Stunden Tage 
eritt 
CORLTOLLSCTUM? . "hys 
G00, 
Kurve 60 und 61. 
4.1.10. Blutserum von Tumortieren von 13 Miusen (Tumor B 
15 B. 17 D). 
Alter der Tumoren 21—74 Tage. Gewicht derselben 3,5 ¢ im Durchschnitt. 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Seidenpepton 10°) in physiologischer Kochsalzlosung. 
1,0 cem Serum, 
3,9 » Seidenpeptonlosung, 
4.5  » physiologische Kochsalzlosung. 
8.95 ccm. 
1. 10. 
Min. Stunden Tage 
23 7 
020 
Kej 0.30 
Narkose. Oho 
| 460. 
480 
Serum 
ZS CC Shys Nochsalelsg 
OS 
010 
i O20 - _ - 
030 
3 Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiologische Chemie. Band LXVI, Tafel 50. 
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Kurve 62 und 63. 


14. Il. 10. Blutserum von Tumortieren von 14 durehschnittlich 13 g schweren 
Mausen (J. 143D, 154#D, 157 A, 159 A, 160 A). 


Alter der Tumoren 13-50 Tage. Gewicht derselben 18 g¢ im Durchschnitt. 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen. 
Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlisung. 

Qo cem Serum, 


3,0 Seidenpeptonldsung, 
» physiologische Kochsalzlésung. 


So com. 
If. 10. 


Min Stunden Tage 
OMI ZIG 


Keine Narkose. | | | | 

| | | H 

OS ceVerum 
CORLTOLSETUI 3.0 Phys Hacksalslag 


Kurve 64 und 65. 
17. X11. 09, Blutserum von Tumortieren von 6 Miiusen. Tumor 65 °° 4, 
35/q), 
Alter der Tumoren 4) Tage. Gewicht derselben 7 g im Durchschnitt. 
3 Stunden im Eisschrank stehen gelassen, 


Seidenpepton 10°, in physiologischer Kochsalzlosung. 
7 17. XII. 09. 
1.9 com Serum, Min ‘Stunden rage 
30 » Seidenpepton- 304 2 4 5678 9 10 
losung, - 060 rT 
q Kochsalzlosung. { | |_| |_| 
17. XII. O9. 
IT. 0,1 com Serum, 
5) » physiologische Kocl.- -070; 
com, 
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